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1  Einleitung  
In den vergangen 15 bis 20 Jahren sind mit umfangreichen molekularen 
Untersuchungen des humanen Mikrobioms und der vollständigen Sequen-
zierung des Genoms von Bacteroides fragilis (Cerdeño-Tárraga AM et al., 
2005) viele Eigenschaften und Funktionen dieser Spezies aufgeklärt worden. 
Details aus der klinischen Praxis, wie das häufige Vorkommen von B. fragilis 
in klinischen Proben (Goldstein EJC, 1995), wurden mittels wissenschaftlicher 
Untersuchungen belegt. Damit ist die Wahrnehmung der klinischen 
Bedeutung von B. fragilis als Verursacher lebensbedrohlicher Infektions-
krankheiten gestiegen. Eine Schlüssel-Entdeckung, wie die des Bacteroides 
fragilis-Enterotoxins (Myers LL, 1986) sowie die Entwicklung von Resistenzen 
gegenüber häufig gebrauchten Antibiotika, besonders Beta-Lactam-Anti-
biotika in Kombination mit Beta-Lactamase-Hemmern haben B. fragilis als 
Infektionserreger in ein neues Licht gerückt (Brook I et al., 2013). 
1.1  Historische Beschreibung des Genus Bacteroides mit der 
Typ-Spezies Bacteroides fragilis 
1.1.1  Phänotypische Charakteristika des Genus Bacteroides 
Das Genus Bacteroides umfasst stäbchenförmige, gramnegative Zellen mit 
gerundeten Enden, welche einzeln oder in Paaren liegend vorkommen. Die 
Zellen sind ca. 0.5-2.0µm breit und 1.6-12µm lang. Zellpräparate von 
jungen Kulturen (Wachstum auf CBA, 48h) stellen sich relativ gleichförmig 
dar. Wachsen Kulturen auf anderen Medien oder werden Zellen älterer 
Kulturen gefärbt, können diese auch pleomorph oder mit Vakuolen auftreten. 
Bacteroides Zellen sind unbeweglich und wachsen unter anaeroben 
Bedingungen. Die Kolonien sind bei Wachstum auf Blutagar glatt, rund, 
konvex, weiß bis grau, nicht hämolytisch und haben einen Durchmesser von 
1-3mm. Ihre biochemischen Eigenschaften sind chemoorganotrophisch, 
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saccharolytisch und schwach proteolytisch. Bacteroides Spezies sind Galle 
resistent. Äskulin wird hydrolysiert aber Nitrat wird nicht zu Nitrit reduziert. 
Die Indol-Produktion ist variabel. Fermentationsprodukte sind Succinat und 
Acetat und mittlere Mengen Isobutyrat sowie Isovaleriat können produziert 
werden. Die dominierende langkettige Fettsäure ist anteiso-C15:0.  
 
 
Abb. 1: B. fragilis (RM Alden Research Lab, zu Ver-
fügung gestellt durch Diane Citron). 
1.1.2  Molekulare Charakteristika und Taxonomie 
Die Klassifizierung von Spezies bzw. Genera wird seit einigen Dekaden 
kontinuierlich angepasst. Wie in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 
1. Edition, (Holdemann LV et al., 1984) beschrieben, umfasste das Genus 
Bacteroides ursprünglich mehr als 60 Spezies. Diese zeigten eine einheitliche 
Morphologie, waren jedoch biochemisch und phylogenetisch extrem hetero-
gen. Erste repräsentative molekulare Charakterisierungen einer repräsenta-
tiven Anzahl von klinischen Isolaten des Genus Bacteroides wurden zwischen 
1976 und 1986 mit Hilfe von DNA- und RNA-Homologieuntersuchungen von 
 
6 
Cato EP und Johnson JL (1976) sowie Johnson JL und Harich B (1986) vor-
genommen. Unter Anderem beschrieben Johnson und Ault 1978 (Johnson JL 
& Ault DA, 1978) zwei DNA-Homologiegruppen der Spezies B. fragilis, 
welche 1986 von Johnson und Harich mit Hilfe von RNA-Homologie-
untersuchungen bestätigt wurden. Shah und Collins reklassifizierten im Jahr 
1989 das Genus und ordneten ihm zehn Spezies zu. Das Genus umfasste die 
in der klinischen Routine als „Bacteroides fragilis Gruppe“ (formal keine 
taxonomische Gruppe, beinhaltete aber die zehn Spezies, welche 1989 dem 
Genus zugeordnet waren) bezeichneten Spezies. DNA-DNA Hybridisierungen 
und 16S rRNA Gen-Sequenzierungen haben hauptsächlich dazu beigetragen, 
inter- und intragenetische Strukturen des Genus Bacteroides aufzuklären. 
16S rRNA Sequenz-Analysen zeigten, dass das Genus Bacteroides äquivalent 
ist zu dem Bacteroides Cluster in der Bacteroides Subgruppe der 
„Bacteroidetes“ (vormals beschrieben als Cytophaga-Flavobacteria-
Bacteroides Phylum).  
In den letzten 15 Jahren unterlag das Genus wiederum umfangreichen 
Revisionen. Der Einsatz von PCR- und Sequenzierungs-Techniken, wie der 
16S rDNA Gen Sequenzierung, führte sowohl zu der Beschreibung neuer 
Spezies (wie z.B. Bacteroides goldsteinii und Bacteroides nordii (Song Y et al., 
2004, 2005) als auch zur Re-Klassifizierung von Spezies und Genera wie 
Parabacteroides (Paster BJ et al., 1994; Sakamoto M et al., 2015). Derzeit 
umfasst das Genus Bacteroides mehr als 20 Spezies. Das Genus 
Parabacteroides enthält hingegen bisher nur einige Spezies. Ein Teil dieser 
Spezies wurden als Einzel-Stämme aus humanem Stuhl isoliert und mit 
molekularen Methoden beschrieben. 
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1.1.3  Die Spezies Bacteroides fragilis 
Bei der Spezies Bacteroides fragilis, welche als Typspezies dem Genus 
Bacteroides und der Familie der Bacteriodaceae angehört, handelt es sich um 
gramnegative, nicht Sporen-bildende obligat anaerobe Bakterien. 
Die Spezies weist einen mol% G+C DNA-Gehalt von 39-49 auf. Die Zellober-
fläche von B. fragilis ist komplex und besteht aus einer mehr oder weniger 
ausgeprägten Polysaccharidkapsel, dem Lipopolysaccharid (LPS) und den 
Oberflächen-assoziierten Proteinen (z.B. der Neuraminidase). Die Kapsel, als 
einer der wichtigsten Virulenzfaktoren von B. fragilis angesehen, ist komplex 
aufgebaut. Es wurden mehrere Kapseltypen von B. fragilis beschrieben, 
welche strukturelle und Antigen-Varianten aufweisen. Diese Kapsel initiiert 
eine spezielle Immunantwort im Wirt: die Abszessbildung. Es konnte gezeigt 
werden, dass sowohl bakterielle Mischpopulationen als auch B. fragilis als 
Einzelorganismus in der Lage sind, Abszesse zu bilden (Onderdonk AB et al., 
1990; Tzianabos AO et al., 1995; Tzianabos AO et al., 1995; Kalka-Moll WM 
et al., 2001) und sich im Körper auszubreiten. Delahooke DM et al. zeigten 
1995, dass das LPS von B. fragilis biologisch aktiv ist. Allerdings ist sowohl 
die biologische Aktivität als auch die chemische Zusammensetzung des LPS 
von der Extraktionsmethode abhängig. In Tier-experimentellen Misch-
infektionen wurden synergistische Effekte zwischen fakultativen Aerobiern 
und Anaerobiern gezeigt (Rodloff AC & Hahn H, 1984; Rodloff AC, 1987). Die 
Außenmembranproteine (OMPs) sind innerhalb der Spezies B. fragilis sowohl 
als Spezies - als auch als Subspezies-spezifisch anzusehen. Es wurden 
diverse Membranproteine identifiziert und außerdem gezeigt, dass es sich 
bei OmpA um ein wichtiges Außenmembranprotein sowie einen Virulenz-
faktor handelt (Wexler HM, 2012). Als weitere Virulenzfaktoren wurden neben 
der Adhärenz an spezifische Epithelien, die Enzymbildung u.a. Neuramini-
dase (Fraser AG & Brown R, 1981), DNAse, Hyaluronidase, Chondroitin-
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sulfatase (Rudek W & Haque RU, 1976) und die Enterotoxinbildung (Zhang G 
et al., 1999; Sears CL, 2001) identifiziert. 
Zur phänotypischen Identifizierung von B. fragilis wurde die Erstellung des 
biochemischen Profils genutzt: Die Spezies ist Galle-resistent (20% Galle), 
Indol-negativ, Äskulin-positiv und Katalase-positiv (Rocha ER & Smith CJ, 
1995), wobei die ausgeprägte Katalase-Bildung für die Sauerstofftoleranz 
von B. fragilis, besonders bei klinischen Isolaten, verantwortlich ist (Bergan T, 
1984). Des Weiteren sind die Stämme dieser Spezies nicht in der Lage 
Arabinose, Trehalose oder Rhamnose zu verwerten. Im Allgemeinen erfolgt 
die Zuordnung von klinischen Isolaten zum Genus Bacteroides durch die 
mikroskopische Darstellung und die Begutachtung der Koloniemorphologie 
sowie durch die Bewertung der charakteristischen Muster der Antibiotika-
Disks (Vancomycin 5µg, Kanamycin 100µg, Colistin 10µg). Die Differenzie-
rung der B. fragilis Isolate von anderen Bacteroides Spezies kann über den 
Einsatz von Schlüsselreaktionen wie Galle-Resistenz und Indol-Produktion 
nach den von Citron DM et al., 1990 veröffentlichten Schemata erfolgen. 
Weiterhin wird seit einigen Jahren in der klinischen Routine die MALDI-TOF-
Technik (Karas D et al., 1985) zur Identifizierung im Prozess der Routine-
diagnostik von Anaerobiern genutzt. Die Identifizierungsergebnisse sind aber 
aufgrund unvollständiger Datenbanken für Anaerobier limitiert (Rodríguez-
Sánchez B et al., 2016). 
1.1.4  Antibiotika-Resistenzen bei der Spezies Bacteroides fragilis 
Bacteroides Spezies zeigen Resistenzen gegenüber diversen Chemothera-
peutika-Klassen (Smith CJ, 2002). Klinische Isolate weisen immer häufiger 
Resistenzen gegenüber unterschiedlichsten Beta-Lactam-Antibiotika auf. In 
den letzten Jahren wurden zunehmend Resistenzen gegenüber Breitspektrum-
Cephalosporinen (einschließlich Cefoxitin) und Clindamycin (Brook I et al., 
2013; Wexler HM & Finegold SM, 1998) sowie Chinolon-Resistenzen nachge-
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wiesen. Agenzien wie Metronidazol und Carbapeneme sind meist aktiv 
gegenüber B. fragilis. Dies trifft ebenfalls bei 95-99% der Stämme auf Beta-
Lactam / Beta-Lactamase-Inhibitor Kombinationen zu. Entgegen dieser im 
Allgemeinen weiterhin positiven Prognose der Resistenzsituation gibt es eine 
zunehmende Anzahl von phänotpyischen Resistenzen sowie einen graduellen 
Anstieg der MHK-Werte. Weiterhin wurde durch Multicenter-Studien weltweit 
belegt, dass ein Anstieg der Resistenzraten innerhalb des Genus Bacteroides 
auftritt (Snydman DR et al., 2002 und 2007). Multiresistente Stämme, welche 
in der Lage sind, spezielle Resistenzgene zu übertragen, wurden in Entwick-
lungsländern sowie in den USA, England, Spanien und Frankreich isoliert 
(Breuil J et al, 1989).  
Zur Resistenzentwicklung gegenüber Beta-Lactam-Antibiotika sind die wich-
tigsten Mechanismen die Produktion von Beta-Lactamasen, die Veränderun-
gen der Penicillin-Bindungs-Proteine (PBP) und die Abnahme der Außen-
membran-Permeabilität gegenüber den Beta-Lactam-Antibiotika. Resistenz 
gegenüber Clindamycin wird durch die Modifikation des Ribosoms vermittelt. 
Tetrazyklin-Resistenz wird sowohl durch einen Tetrazyklin-Efflux als auch 
durch Schutz des Ribosoms erreicht. Metronidazol-Resistenz wird hingegen 
durch die Kombination einer verminderten Antibiotika-Aufnahme und einer 
verminderten Nitroreductase-Aktivität erreicht (Fang H et al., 2002). Für die 
Chinolonresistenz gibt es zwei Hauptmechanismen, erstens die Änderung 
des Target-Enzymes (Gyrase), hervorgerufen durch chromosomale Mutation 
der codierenden Gene und zweitens eine reduzierte intrazelluläre Akkumula-




1.1.5  Bacteroides fragilis: Zwei DNA-Homologie-Gruppen / zwei 
PCR Fingerprint-Gruppen  
Erstmals wurden von Johnson JL et al. (1978) zwei DNA-Homologie-Gruppen 
innerhalb der Spezies B. fragilis, allerdings ohne Zuordnung phänotypischer 
Merkmale, beschrieben. 1986 demonstrierten Appelbaum PC et al. anhand 
von zehn Stämmen den Zusammenhang zwischen der von Johnson JL (1978) 
beschriebenen DNA-Homologie-Gruppe II und einem abweichenden Resis-
tenzmuster gegenüber Breitspektrum-ß-Lactam-Antibiotika. Die Mehrzahl 
der Stämme innerhalb der Studie war Carbapenem-sensibel, eine sehr kleine 
Stammzahl war Carbapenem war intermediär resistent bzw. resistent. 
1.1.6  Natürliche Habitate obligater Anaerobier 
Bakterien spielen eine wichtige Rolle bei allen menschlichen Körper-
funktionen. Die humane Flora besteht zu einem großen Teil aus anaeroben 
Bakterien. Von obligat anaeroben Bakterien besiedelt sind vor allem der 
Oropharyngealtrakt mit den Genera Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium 
sowie grampositiven Kokken, der weibliche Genitaltrakt mit Fusobacterium, 
Eubacterium, Bacteroides Spezies. Im Dickdarm finden sich die Genera 
Bacteroides, Clostridium, Prevotella, Eubacterium in erheblich größerer Anzahl 
als fakultativ aerobe Keime, wie z.B. Escherichia coli. B. fragilis gehört zur 
humanen Darmflora und macht etwa 0.5% der normalen Dickdarmflora aus 
(Dorsher CW et al., 1991; Moore WE & Holdeman LV, 1974). Sie wurden eben-
falls, allerdings in geringerer Zahl, im weiblichen Genitaltrakt nachgewiesen, 
treten als Normalflora aber nicht in der Mundhöhle oder im oberen Respira-
tionstrakt auf (Finegold SM, 1996).  
1.1.7  Klinische Bedeutung der Spezies Bacteroides fragilis 
Der Anteil von Bacteroides spp. an anaeroben Infektionen (Abb. 2) wurde aus 
der Wadsworth Collections Datenbank (Wexler HM, 2007) mit über 3000 klini-
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schen Isolaten ermittelt. Die Zahl der B. fragilis Isolate aus der normalen 
Darmflora war 10 – 100fach geringer als die anderer intestinaler Bacteroides 
spp. Trotzdem wurde B. fragilis am häufigsten aus klinischen Untersuchungs-
materialien isoliert. Dies gilt auch für aerob-anaeroben Mischinfektionen mit 
Enterobacteriales z.B. bei intraabdominalen eitrigen Prozessen wie Peritonitis 
oder perforierte und gangränöse Appendizitis (Wexler HM, 2007).  
 
 
Abb. 2: Isolationshäufigkeit von Bacteroides spp. aus 
klinischen Materialien (Wexler HM, 2007). 
 
Obwohl nicht Teil der normalen Vaginalflora, wurde B. fragilis als Erreger 
gynäkologischer Infektionen, wie Vaginitis und Zervicitis gefunden. Im Aus-
nahmefall wurden bei unterschiedlichen klinischen Bildern auch Enterotoxin 
positive B. fragilis (ETBF) nachgewiesen (Leszczynski P et al., 1997). Bei 
weiteren Infektionen wurde eine Verbindung zu Abszessbildung (z.B. Infek-
tionen des kleinen Beckens) beschrieben (Dorsher CW et al., 1991; Polk BF & 
Kasper DL, 1977; Brook I et al., 2013). Bei Infektionen des Kopf-Hals-
Bereiches, speziell bei Prozessen des Mittelohrs oder des Mastoids mit 
lokaler Ausbreitung zum Temporallappen war B. fragilis präsent (Ingham HR 
et al., 1977) und auch als Einzelerreger ätiologisch verantwortlich. 
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Sehr selten kann B. fragilis als Erreger von Endokarditiden, Septischer 
Arthritis, Osteomyelitiden sowie Device-assoziierter Infektionen vorkommen 
(Finegold SM, 1989). 
Generell können endogene Infektionen mit B. fragilis im gesamten Körper 
auftreten. Aufgrund seiner Fähigkeit zur Adhärenz an spezifische Gewebe 
besiedelt B. fragilis häufiger als z.B. B. thetaiotaomicron die Schleimhäute 
und verursacht in deren Nähe Infektionen. Neben dieser Fähigkeit stellt die 
Abszessbildung ein Charakteristikum von B. fragilis dar, somit können B. 
fragilis Isolate z.B. in Abszessen der Mundhöhle isoliert werden. Aber auch in 
Sepsisfällen stellen B. fragilis die am meisten nachgewiesenen anaeroben 
Organismen dar. Eine erhöhte Morbidität und Letalität ist beschrieben 
(Dorsher CW et al., 1991; Redondo MC et al., 1995; Nguyen MH et al., 2000). 
Obwohl die Standortflora sehr viele unterschiedliche obligat anaerobe 
Spezies umfasst, stellen hauptsächlich Vertreter des Genus Bacteroides 
neben einigen wichtigen Vertretern des Genus Clostridium Keime dar, welche 
auch als Einzelerreger schwer zu therapierende Infektionen hervorrufen. 
1.2  Enterotoxin positive Bacteroides fragilis 
Zum ersten Mal wurde die mögliche Enterotoxizität von bestimmten B. fragilis 
Stämmen im Zusammenhang mit Durchfallerkrankungen bei Lämmern disku-
tiert (Myers LL et al., 1984). In Versuchen mit ligierten Darmabschnitten von 
Lämmern wurde festgestellt, dass ETBF im Gegensatz zu Enterotoxin negati-
ven (NTBF) Stämmen eine sekretorische Reaktion hervorrufen. Als Ursache 
wurde ein 20 kDa Toxin (B. fragilis Toxin = BFT = Fragilysin) identifiziert, 
welches von einigen B. fragilis Isolaten sezerniert wird. Ähnliche Ergebnisse 
wurden bei Kälbern, Fohlen, Ferkeln sowie bei Ratten und Kaninchen fest-
gestellt (Myers LL et al., 1985; Obiso RJ Jr et al., 1995; Sears CL et al., 1995; 
Myers LL et al., 1987, 1989). 
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In zahlreichen Studien wurde bisher eine Assoziation von ETBF und Durch-
fallerkrankungen bei Menschen (Merino VRC et al., 2011) nachgewiesen. 
Besonders betroffen waren Kleinkinder, die älter als ein Jahr waren (Sack RB 
et al., 1992, 1994; San Joaquin VH et al., 1995; Cáceres M et al., 2000; Kato 
N et al., 1999; Menozzi MG et al., 1998; Pantosti A et al., 1997; Vu Nguyen T 
et al., 2005) und Erwachsene über Sechzig (Zhang G et al., 1999). Aus diesen 
Studien, welche sowohl in Industriestaaten als auch in Entwicklungsländern 
durchgeführt wurden, lässt sich auf B. fragilis als weltweit bedeutendes 
Darmpathogen schließen (Sears CL, 2001). 
1.2.1  Bacteroides fragilis Enterotoxin (BFT) - Fragilysin 
Bei dem B. fragilis Enterotoxin handelt es sich um eine Metalloprotease 
(Moncrief JS et al., 1995). 
Das BFT verursacht beim Menschen und auch bei allen bisher untersuchten 
Tier-Spezies eine dosisabhängige Flüssigkeitssekretion in das Lumen von 
Dünn- und Dickdarm, wobei das Sekret mit Natrium, Chlorid, Albumin und 
Protein angereichert ist. Nach höheren Toxindosen wurden auch hämorrha-
gische Flüssigkeit und Schleimhautblutungen gefunden (Myers LL et al., 
1987; Kay BA et al., 1990), wodurch die Hypothese, dass BFT eine intestinale 
Entzündungsreaktion hervorruft, unterstützt wird. 
Der Nachweis der biologischen Aktivität des BFT erfolgte erstmals 1992 
durch Weikel CS et al. mit Hilfe von in-vitro-Verfahren, in welchen bei der 
Behandlung klonierter HT29/C1-Zellen (einer humanen enteralen 
Karzinomzelllinie) mit BFT morphologische Veränderungen beobachtet 
wurden. Der größte Effekt zeigte sich, wenn BFT auf basolaterale Membranen 
von polarisierten Epithelzellen, insbesondere von Zellen, welche die Zonula 
occludens (Tight junctions) bilden, gebracht wurde (Chambers FG et al., 
1997; Obiso RJ Jr et al., 1997). Das BFT beeinflusst nach Aktivierung durch 
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eine Protease fragipain (Fpn) (Choi VM et al., 2016; Herrou J et al., 2016) die 
Zonula occludens und die Zonula adherens, welche zusammen den Tight 
Junction Complex bilden, negativ (Abb. 3). In diesem Zusammenhang fanden 
Wells CL et al., 1996 heraus, dass BFT das Hauptprotein der Zonula adherens, 
E-cadherin, schneidet. Des Weiteren ist es in der Lage, auf die 
F (filamententöses)-Aktin-Struktur einzuwirken (Donelli G et al., 1996; 
Koshy SS et al., 1996; Saidi RF et al., 1997; Chambers FG et al., 1997).  
Es verändert Oberflächenproteine, wie Fibrinogen, Komplement C3, zyto-
skeletale und extrazelluläre Matrixproteine wie Kollagen IV durch Proteolyse 
und beeinflusst die Zellfunktion, ohne in die Zellen eintreten zu müssen 
(Saidi RF & Sears CL, 1996; Obiso RJ Jr et al., 1997). Durch das BFT hervor-
gerufene morphologische Veränderungen in der Zelle sind innerhalb weniger 
Minuten feststellbar (Saidi RF & Sears CL, 1996). Ein Zelltod durch Apoptose, 
auch bei niedrigen Toxinkonzentrationen, kann innerhalb von 48h beobach-
tet werden. Einen weiteren Effekt des BFT stellt die Sekretion von IL-8 und 
TGF-ß aus epithelialen Zellen dar (Sanfilippo L et al., 2000). 
 
 
Abb. 3: Nach Sears CL, 2001. Negative Beeinflussung der 




1.2.2  Bacteroides fragilis Pathogenitätsinsel (BfPAI) 
In Studien (Lee CA, 1996; Hacker J et al., 1997) wurde auf die Existenz von 
Pathogenitätsinseln in Bakterien hingewiesen. Das sind DNA-Segmente, in 
welchen mehrere Virulenz-Gene bakterieller Pathogene lokalisiert sind. Diese 
Pathogenitätsinseln sind durch die Anwesenheit von mehr als einem 
Virulenz-Gen und von einem GC-Gehalt, der sich vom GC-Gehalt des Wirts-
bakteriums unterscheidet, charakterisiert. Es wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass Pathogenitätsinseln als fremde DNA in das Wirtschromosom 
integriert werden, und zwar speziell an Orten, die besonders wichtig für die 
DNA-Rekombination sind (McDaniel TK et al., 1995). 
Franco AA und Kollegen fanden 1999 eine 6-kb-Region (6,036bp) innerhalb 
der B. fragilis-DNA, welche später als Bacteroides fragilis Pathogenitätsinsel 
(BfPAI) identifiziert wurde. In dieser Region befindet sich das Gen bft-2. Sie 
konnten drei verschiedene genetische B. fragilis-Populationen definieren: 
Zum ersten ETBF Stämme, die als einzige die 6-kb-Region besitzen, aber 
auch dazugehörige flankierende DNA-Regionen (Pattern I). Zweitens NTBF 
Stämme, welche weder die 6-kb-Region noch die flankierenden Regionen 
besitzen (Pattern II) und als dritte Gruppe NTBF Stämme, die nicht die 6-
kb-Region besitzen, jedoch die flankierende DNA (Pattern III). Für die Allele 
bft-1 und bft-3 fanden sich ähnliche Ergebnisse (Moncrief JS et al., 1998). 
Das pathogene Potential der NTBF Stämme des Pattern III mit den 
flankierenden genetischen Regionen (ca. 12kb) ist bisher unklar. 
Bei weiterer Untersuchung der 6-kb-Region fanden die Untersucher eine 
1180bp-Sequenz, die für ein 44.36 kD-Protein, eine Zink-Metalloprotease 
(MPII) codiert (Moncrief JS et al., 1998). Dieses Protein, welches dem BFT zu 
ca. 30% ähnelt und zusätzlich eine ATP/GTP-Bindungsstelle besitzt, konnte 
bisher weder in seiner biologischen Aktivität noch in seiner Rolle als ETBF-
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Pathogenitätsfaktor aufgeklärt werden (Franco AA et al., 1999, 2002). Es 
wurde jedoch herausgefunden, dass die Gene bft und mp II co-lokalisiert 
sind (Abb. 5). 
Der GC-Gehalt der 6-kb-Region (35%) unterscheidet sich deutlich von dem 
des B. fragilis Chromosoms (42%). Man geht also davon aus, dass die Kriterien 
einer Pathogenitätsinsel durch das Vorhandensein der bft- und mpII-Gene 
und des abweichenden GC-Gehalts erfüllt werden. Des Weiteren besitzen 
auch die die BfPAI flankierenden DNA-Segmente einen erhöhten GC-Gehalt, 
die linke Flanke 47% und die rechte 50%. Die flankierende DNA hat somit 
einen signifikant erhöhten GC-Gehalt im Vergleich zum Chromosom und zur 
BfPAI (Abb. 4) (Franco AA et al., 1999). 
 
Abb. 4: Nach Sears CL, 2009. Schematische Darstellung der molekularen Typen von 
B. fragilis. Pattern I sind ETBF Stämme, welche mindestens ein 65-kb Transposon (86 CTn) 
besitzen; innerhalb diesem befindet sich die 6-kb BfPAI. Diese besitzt zwei Gene, eines 
codiert BFT (bft) und ist wichtig für die Pathogenität von ETBF. Das andere codiert eine 
Metalloprotease (mpII), ein Virulenzprotein. Pattern II B. fragilis Stämmen fehlt CTn86 und 
CTn 9343 (oder verwandte Sequenzen). Pattern III B. fragilis Stämme sind NTBF Stämme, 
welche mindestens ein 65-kb Transposon (9343 CTn) tragen. 
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Links der BfPAI wurde eine Region gefunden, welche die gleiche Organisation wie 
die Mobilisierungsregion des 5-Nitro-Imidazol- und Clindamycin-Resistenz-
Plasmids von B.vulgatus und B. fragilis zeigte (Franco AA et al., 1999). Diese 
Region besitzt die beiden B. fragilis Mobilisierungsgene A und B (bfm A und 
bfm B). Zu deren Linken liegen Strukturen, die dem „Origin of Transfer“ (oriT) 
von konjugierbaren oder mobilisierbaren Plasmiden gleichen. 
Rechts der BfPAI liegt das bfm C, welches signifikante Homologie zu den 
Mobilisierungsgenen einiger Nicht-Bacteroides Spezies aufweist. Die BfPAI 
liegt zwischen den Stop-Codons von bfm B und C und ist sowohl in ihrer 
Lokalisation als auch in ihrer Richtung festgelegt. 
Somit liegt die Vermutung nahe, dass die BfPAI in einem beweglichen gene-
tischen Element, einem Plasmid, eingebettet ist, welches möglicherweise 
durch horizontalen Gentransfer von ETBF- zu NTBF-Stämmen übertragen 
werden kann (Franco AA et al., 1999). 
Die meisten ETBF besitzen eine Kopie des bft-Gens sowie der BfPAI. Aller-
dings wurden auch einige wenige Stämme mit zwei Kopien der Gene bft und 
mpII identifiziert, so dass auf die Anwesenheit zweier BfPAI geschlossen 
werden konnte (d’Abusco AS et al., 2000). Es wurde ebenfalls festgestellt, 
dass von einem ETBF-Stamm immer nur ein BFT Toxin Typ freigesetzt wird 
(Wick EC & Sears CL, 2010). 
 
 
Abb. 5: Pathogenitätsinsel b. Primerlokalisation n. Franco, AA 1999. Schematische 
Darstellung der verwendeten Primer-Sequenzen modifiziert nach Franco AA et al. 1999. 
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Bisher wurden drei verschiedene bft-Allele nachgewiesen (bft-1, bft-2, bft-3) 
(Sears CL, 1999; Kato N et al., 2000), welche jeweils einzigartig, jedoch nah 
miteinander verwandt sind. Die entsprechenden Toxine zeigen unterschied-
liche biologische Aktivitäten, die höchste zeigte BFT-2, die niedrigste BFT-3. 
1.3  Weitere Krankheitsbilder 
1.3.1  Infektionen/Sepsis 
Als Sepsis wird ein klinisches Syndrom bezeichnet, welches die Komplikation 
einer schweren Infektion darstellt und als systemische Antwort auf diese 
gewertet werden kann. Voraussetzungen sind sowohl eine Bakteriämie als 
auch ein Systemisches Inflammatorisches Response Syndrom (SIRS). Obwohl 
der Begriff Sepsis eng mit der modernen Intensivmedizin verknüpft ist, handelt 
es sich um einen sehr alten medizinischen Terminus. Das Wort „Sepsis“ wurde 
bereits von Hippokrates (ca. 460-370 v. Chr.) eingeführt und leitet sich von 
dem griechischen σηπω ("faul machen") ab. Eine moderne Definition der 
Sepsis wurde 1989 von Balk RA & Bone RC veröffentlicht: Sepsis ist definiert 
als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom 
zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese Invasion (SIRS). Diese 
Definition wurde 1991 von einer Konsensus-Konferenz des American College 
of Chest Physicians und der Society of Critical Care Medicine weitergeführt 
(Bone RC, 1992). In der Genese dieser Erkrankung spielt das Zusammenwirken 
von Infektion und Immunantwort eine entscheidende Rolle. Die zugrunde 
liegende Infektion kann bakterieller, viraler, fungaler oder parasitärer Natur 
sein. 2016 wurde die Sepsis-Definition zuletzt verändert (Rhodes A et al., 
2017; Dellinger RP et al., 2017; Gül F et al., 2017).  Es handelt sich danach um 
eine lebensbedrohende Organdysfunktion als Folge einer dysregulierten 
Antwort des Organismus auf eine Infektion. Bei der Formulierung dieser 
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Definition wurde darauf Wert gelegt, dass immer eine Infektion die Ursache 
der festgestellten Organdysfunktionen sein muss. 
Anaerobe Bakterien verursachen 1-17% positiver Blutkulturen, die Zahl der 
damit verbundenen Sepsis-Erkrankungen bleibt unklar. (Brook I, 2010; James 
PA et al., 2000; Finegold SM et al., 1985). Dabei stellt die B. fragilis-Gruppe 
mit 60 bis 80 Prozent die am häufigsten gefundenen anaeroben Erreger dar 
(Finegold SM et al., 1985; Zhao H et al., 2012; Bennion RS et al., 1990). Bei 
intraabdominalen Prozessen macht sie ca. 70% der Blut-Isolate aus, gefolgt 
von anderen Bacteroides-Spezies. Bei der intraabdominalen Sepsis stellen 
E. coli und B. fragilis die dominanten Keime dar (Brook I & Frazier EH 1999; 
2000). In diesem Zusammenhang werden zwei Phasen definiert, die initiale 
Phase als generalisierte Entzündungsreaktion des Peritoneums, in welcher 
E. coli als wichtigster Keim fungiert und die zweite Phase mit lokaler Abszess-
bildung, in der B. fragilis als kritischer Faktor gefunden wird (Onderdonk AB 
et al., 1990; Bartlett JG et al., 1978). Das abszessogene Potential von 
B. fragilis wurde durch Abszessbildung allein durch Kapselpolysaccharide 
dieses Erregers nachgewiesen (Kalka-Moll WM et al., 2001). 
1.3.2  Chronisch-entzündliche Darmerkrankung und kolorektale 
Tumorbildung 
Es wurde festgestellt, dass B. fragilis in Konglomeraten mit anderen Bakterien 
des Darms in der Lage ist, Biofilme zu bilden. Infolge dieser chronischen 
Besiedlung kommt es möglicherweise zu chronisch-entzündlichen Darm-
erkrankungen (Swidsinski A et al., 2005) oder auch zur Bildung von kolo-
rektalen Tumoren. Das BFT wurde beispielsweise in der Darmschleimhaut 
nahe der Tumoren bei erkrankten Patienten nachgewiesen (Boleij A et al., 




2  Aufgabenstellung 
Ziele der Untersuchungen an 271 klinischen Isolaten der Spezies B. fragilis 
waren: 
1. Die Zusammenstellung einer umfangreichen Stammsammlung unter-
schiedlicher geographischer Herkunft (USA und Deutschland) sowie ver-
schiedener klinischer Herkunft, insbesondere von Blutkulturisolaten 
2. Die Überprüfung der Spezies-Identifizierung mittels phänotypischer Reak-
tionen (Koloniemorphologie, biochemische Methoden) sowie nachfolgen-
der molekularer Tests (PCR-Fingerprinting) 
3. Die molekulare Charakterisierung zweier phänotypischer Gruppen mit ver-
schiedenen Resistenzmustern innerhalb der Spezies B. fragilis mittels der 
PCR-Fingerprint-Technik 
4. Der molekulare Nachweis von Enterotoxin-Gen-Abschnitten und Rück-
schluss auf das Vorhandensein der BfPAI sowie  
5. Die Untersuchung des Vorhandenseins sowie der molekularen Struktur 





3  Material und Methoden 
3.1  Stämme 
Für diese Arbeit wurden 275 Stämme gesammelt und prä-identifiziert zu den 
Spezies Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus und Bacteroides vulgatus. Es 
handelte sich um vier Referenzstämme und 271 klinische Isolate, die zum 
Teil am IML konsekutiv gesammelt wurden. 
3.1.1  Referenzstämme 
Die Referenzstämme der Spezies Bacteroides fragilis stammten aus zwei ver-
schiedenen Stammsammlungen: der American Type Culture Collection (ATCC), 
USA, und dem Virginia Polytechnical Institute (VPI), USA. 
ATCC 25285 Typstamm (NTBF Gruppe I) 
ATCC 43858 Referenzstamm (ETBF Gruppe I; Myers LL et al., 1987; 
Myers LL et al., 1989) 
ATCC 43859 Referenzstamm (ETBF Gruppe I; Myers LL et al., 1987) 
VPI 2393 Referenzstamm (Gruppe II; Johnson JL, 1978, B. fragilis 
DNA-Homologiegruppe II) 
3.1.2  Auswahl der Klinischen Stämme 
Die 271 klinischen Stämme dieser Arbeit stammen aus sechs Quellen 
Deutschlands und der Vereinigten Staaten. Sie gehören drei verschiedenen 
Spezies des Genus Bacteroides, Bacteroides fragilis (n=261), Bacteroides 
ovatus (n=5) und Bacteroides vulgatus (n=5) an. Sie wurden aus Haut- und 
Weichgewebsinfektionen sowie Blutkulturen isoliert (s. Anlage, Tab. 22, S. 95). 
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3.1.2.1 Vergleichsstämme der Spezies Bacteroides vulgatus und ovatus 
Zu Vergleichszwecken wurden jeweils fünf Stämme der Spezies Bacteroides 
vulgatus und Bacteroides ovatus (s. Tab. 1, S. 7) in die Arbeit aufgenommen. 
Anhand von Voruntersuchungen (Tang YJ, 2006) wurde davon ausgegangen, 
dass diese Stämme anderer Bacteroides Spezies kein Toxin bilden und demzu-
folge die Toxin-Gen-Tests negativ ausfallen (negativ-Kontrolle) würden. 
Tab. 2: Stamm-Nummern und Herkunft der Vergleichsstämme. 
Spezies Stamm-Nummer Herkunft 
B. vulgatus 1999 RMA 
B. vulgatus 1997 RMA 
B. vulgatus 295 RMA 
B. vulgatus 5361 RMA 
B. vulgatus 5475 RMA 
B. ovatus 5736 RMA 
B. ovatus 5315 RMA 
B. ovatus 5351 RMA 
B. ovatus 6506 RMA 
B. ovatus 6529 RMA 
 
3.1.2.2 Blutkulturen – Invasive Stämme 
Bei den in der Anlage (Tab. 22, S. 95) aufgeführten Stämmen handelte es sich 
um 70 Blutkulturisolate. Sie stammten aus der LOY (n=33), aus dem RMA 
(n=30) und aus dem IML (n=7).  
3.1.2.3 Nicht-Blutkulturen – Nicht-invasive Stämme 
In Tab. 23 (Anlage, S. 97) wurden die nicht aus Blutkulturen stammenden 
Isolate aufgeführt. Von diesen wurden 113 Stämme innerhalb von 1.5 Jahren 
konsekutiv im IML isoliert. Die konsekutiv im IML isolierten Blutkulturen 
wurden hier der Vollständigkeit halber mit aufgeführt. Aufgrund der geringen 
Zahl dieser Isolate lässt sich erkennen, dass es sehr zeitaufwendig war, 
Bacteroides aus Blutkulturen zu akquirieren. 
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3.2  Kulturtechnik 
3.2.1  Nährmedien 
Für die Kultivierung der Bacteroides-Stämme wurde Columbia-Blut-Agar (CBA) 
der Firma Oxoid (CM 331, England) verwendet. Dieser wurde im IML mit 
Vitamin K (Fa. Sigma, D) und Hämin (Fa. Sigma, D) supplementiert. Aerobe 
Kulturkontrollen wurden auf Schafsblutagar (5%, Fa. Oxoid, Deutschland) 
ausgeführt. Des Weiteren wurden Selektivnährböden benutzt (Columbia-Blut-
Agar (CBA) plus Gentamicin). Um die Galleresistenz zu überprüfen, wurde BBE 
(Fa. Becton Dickinson, Deutschland) eingesetzt. 
3.2.1.1 Columbia-Blut-Agar 
Der Basisnährboden der Firma Oxoid, Basingstoke, England (Nr. CM 331) 
(Columbia Agar Base, S.2-63, The Oxoid Manual, E.Y. Bridson 8th Edition 
1998, UK) bestand aus: 
Spezialpepton 23 g 
Stärke 1 g 
NaCl 5 g 
Agar 10 g 
A. dest. ad 1 l 
Der pH-Wert war 7,3. Der Nährboden wurde nach dem Kochen 15 min bei 
121°C autoklaviert und kühlte dann auf 48°C. Die Zusätze wurden danach 
hinzugefügt (je 1000ml): 
Hämin (1mg/ml) 5 ml 
Vitamin K1 (1mg/ml) 1 ml 
Na2HPO4 (0.1%) 1 ml 
Steriles defibriniertes Schafsblut (5%) 25 ml 
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3.2.2  Inkubation der anaeroben Kulturen 
Zur Keimanzucht auf Columbia-Blut-Agar wurden 0.05ml Keimsuspension 
(MacFarland 0.5 (1.5x108 Keime/ml)) eingesetzt. Die Kulturen des Genus 
Bacteroides wurden unter anaeroben Bedingungen angezüchtet. 
Die Anaerobiose wurde in einer Anaerobier-Box (Modell WA 6600, Heraeus, 
Deutschland), welche eine kontinuierliche Gasatmosphäre (85% N2, 10%CO2, 
5%H2) gewährleistet, sichergestellt. Im Bereich des Inkubators lag eine 
Temperatur von 37+2°C vor. Mittels eines Anaerobierindikators (Resazurin, 
Farbumschlag von rosa nach weiss bei ca. 50mV) (Fa. Oxoid, Wesel, D) wurde 
das vorhandene Redoxpotential innerhalb der Anaerobier-Box geprüft. 
Kulturen wurden nach 24-48 Stunden weiter getestet.  
3.3  Gruppendifferenzierung der Isolate 
3.3.1  Koloniemorphologie 
Zur makroskopischen Zuordnung der Stämme wurde deren Wachstum auf CBA 
beurteilt. Nach 24 bis 48 Stunden waren graue glänzende Kolonien sichtbar. 
Bei der Subkultur auf BBE waren nach 24 bis 48h schwarze Kolonien mit einem 
Durchmesser von ein bis zwei Millimetern gewachsen. Auf den Kontrollplatten, 
welche aerob bzw. unter CO2-Einfluss bebrütet wurden, war kein Wachstum 
nachweisbar. 
3.3.2  Zellmorphologie - Gramfärbung 
Diese Methode diente der Beurteilung der Zellmorphologie der Stämme. Mehrere 
Kolonien wurden angetippt und die Bakterienmasse in 0.9% NaCl auf einen 
Objektträger gebracht und an der Luft getrocknet. Danach erfolgte eine Fixierung 
durch dreimaliges Erhitzen über einer nichtleuchtenden Flamme. Die Gram-
färbung wurde mittels Gentianaviolett (3min), Wasser (10s), Lugol’scher Lösung 
(2min), Alkohol (10s), Fuchsin (1min) und Wasser (10s) durchgeführt. Gram-
positive Zellen erschienen blau-violett; gramnegative Zellen erschienen hellrot. 
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3.3.3  Differenzierung mittels Blättchentest 
Nach der Applikation verschiedener Test-Blättchen auf beimpfte CBA wurden 
diese 48h bei 37°C (anaerob) bebrütet. Anident-Disks (Firma Oxoid, D) wurden 
ausgewählt: Vancomycin (5µg), Kanamycin (1000µg) und Colistin (10µg) (Fa. 
Oxoid, D). Durch das Ausmessen der Hemmhöfe nach ausreichendem Wachs-
tum wurde die Gruppendifferenzierung der Stämme vorgenommen (sensitiv (S) 
– Hemmhof >10mm, resistent (R) – Hemmhof<10mm). 
3.3.4  Biochemische Leistungsprüfung 
Zur Identifizierung der Bacteroides-Stämme wurden zwei verschiedene Test-
systeme benutzt, welche in der Zelle präformierte Enzyme nachwiesen. 
Einzelne Kolonien wurden in vorgegebene Medien der Hersteller inokuliert 
und nach entsprechender Zeit ausgewertet. Die Testkits waren RapID ANA II 
(Innovative Diagnostic Systems, USA) und RAPID ID 32A (Bio Mérieux, Frank-
reich) (Kitch TT & Applebaum PC, 1989). Der Reaktionsausfall der Schlüssel-
reaktionen wurde entsprechend der Vorgaben der Hersteller ausgewertet. 
Weiterhin wurden PRAS Röhrchen (Fa. Anaerobe Systems, USA) zum Nachweis 
der Galle-Resistenz und der Indol-Bildung sowie der Spot-Indoltest (Fa. 
Becton Dickinson, D) eingesetzt. Der Nachweis der Katalase-Bildung erfolgte 
im Test mit 3.5%iger H2O2 Lösung. Die Testablesung erfolgte entsprechend 
der Vorgaben der Hersteller bzw. entsprechend der Angaben im Wadsworth-
KTL-Manual (Jousimies-Somer H., 2002). 
3.4  Molekularbiologische Analysen 
3.4.1  DNA-Extraktion 
Bei ausreichendem Koloniewachstum nach 48h wurden nach Reinheits-
kontrolle mittels Gram-Präparat jeweils zwei bis vier Kolonien mit Hilfe des 
QIAamp Tissue Kit (Qiagen, Deutschland) zur DNA-Präparation verwendet. 
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Durch Anwendung dieses Kits (mit guter Aufreinigung) war es möglich, die 
DNA über längere Zeit aufzubewahren. Die extrahierte DNA wurde in A. dest. 
(DNAse und RNAse - frei) eingebracht, geteilt, und je zur Hälfte bei –76°C zur 
längeren Aufbewahrung eingefroren bzw. zur sofortigen Benutzung in den 
Kühlschrank bei 4-8°C gestellt. 
Protokoll  (Entsprechend der Vorschrift des Herstellers Fa. Qiagen, 
Deutschland) 
• Zunächst erfolgte die Ernte von 2×109 Keimen (entsprechend 2×Loop 
mit 1µl Fassungsvermögen), folgend wurde die Suspension in 180µl 
Tissue-Lyse-Puffer im 1.5ml Eppendorf-Becher geben. 
• Eine 20µl Proteinase K Stammlösung wurde dazugegeben, dann die 
Lösung mit dem Vortexmixer vorbehandelt, folgend wurde die Inkubation 
im Schüttelwasserbad bei 55°C für mindestens 3 Stunden durchgeführt. 
• Unter Zugabe von 200µl Lyse-Puffer wurde die Lösung mit dem Vortex-
mixer vorbehandelt. Dann erfolgte die Inkubation bei 70°C für 10min. 
(ohne RNAse) 
• 210µl Ethanol absolut (96-100%) wurden zugefügt und mit dem Vortex-
mixer in eine homogene Suspension gebracht. 
• Diese Suspension wurde in ein Spin Column eingebracht, welches sich 
in einem 2ml Collection Tube befand. Danach erfolgte die Zentrifuga-
tion bei 8000 U/min für 1min. Das Filtrat des Tubes wurde verworfen, 
das Tube wiederverwendet. Der Eluations-Puffer für Schritt 10 wurde 
auf 70°C vorgewärmt. 
• 500µl Wasch-Puffer wurden zugegeben und bei 8000 U/min für 1min 
zentrifugiert, das Filtrat verworfen, das Tube weiterverwendet. 
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• 500µl Wasch-Puffer wurden erneut zugegeben und bei 13.000 U/min 
für 3min zentrifugiert, die Flüssigkeit entfernt. 
• Das Spin Column wurde in einen 1.5ml Eppendorf Becher gegeben, das 
Collection Tube verworfen. 
• 200µl vorgewärmter Eluations-Puffer wurde auf 70°C für 5min inkubiert, 
dann erfolgte die Zentrifugation bei 8.000 U/min für 1min. Dieser Vor-
gang wurde einmal wiederholt. 
3.4.2  PCR-Reaktionsansätze 
Um die PCR-Testung zu vereinfachen, wurde zu jedem Versuchsansatz ein 
Mastermix erstellt, welcher die notwendigen Chemikalien enthielt, und der 
nach Fertigstellung auf die gewünschte Menge Eppendorf Becher verteilt 
wurde. Die extrahierte DNA wurde hinzugegeben und die Proben in den 
vorbereiteten Thermocycler gestellt. Dieser ermöglichte durch voreingestellte 
Temperaturveränderungen nach ebenfalls vorbestimmtem Zeitschema die 
PCR. Zu den Chemikalien gehörten Puffer, Nukleotide, Magnesiumionen, 
Primer, Taq-Polymerase und A. dest.  
• Bei dem verwendeten Puffer handelte es sich um 10xPCR-Puffer 
(100mM Tris-HCl, pH 8.3 bei 25°C, 50mM KCl, 15mM MgCl2, 0.01% 
Gelatine, 3mM Magnesium; Perkin Elmer Cetus, USA). 
• Die Nukleotide (dNTP) bestanden aus 200µM von jeweils dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP (Pharmacia Biotech, USA).  
• In einem Reaktionsansatz sollte die Konzentration der Magnesiumionen 
1.5 bis 2.5mM betragen (Gassen HG et al., 1994). Die Ionen mussten im 
Überschuss vorhanden sein, da sie von den dNTPs im stöchiometrischen 
Verhältnis von 1:1 gebunden werden und einen löslichen Komplex 




• Die Primer wurden in einer spezifischen Endkonzentration (siehe PCR 
Protokolle) zugegeben. 
• Als Enzym wurden 2.5 Units der Taq-DNA-Polymerase des Bakteriums 
Thermus aquaticus (Taq) der Firma Perkin Elmer Cetus, USA, benutzt. 
• Durch Zugabe von A. dest. wurde der Mastermix auf das angestrebte 
Reaktionsvolumen aufgefüllt. Des Weiteren wurde die benötigte Negativ-
kontrolle des Ansatzes mit A. dest. anstatt DNA hergestellt. 
3.4.2.1 Optimierung der PCR-Ansätze nach Taguchi 
Zur Optimierung des Mischungsverhältnisses der Chemikalien zur besseren 
Deutlichkeit der Banden im Gel wurde eine mathematische Optimierungs- 
Methode angewandt (Cobb BD & Clarkson JM, 1994). 

















1 19.5 2 0.5 0.75 0.75 1.2 0.3 
2 17.7 2.5 1.5 0.75 0.75 1.5 0.3 
3 15.3 3 3 0.75 0.75 1.9 0.3 
4 15 2.5 3 1.5 1.5 1.2 0.3 
5 16.7 3 0.5 1.5 1.5 1.5 0.3 
6 16.3 2 1.5 1.5 1.5 1.9 0.3 
7 13 3 1.5 3 3 1.2 0.3 
8 12.2 2 3 3 3 1.5 0.3 
9 13.8 2.5 0.5 3 3 1.9 0.3 
*Angaben der Reagenzien in ml 
 
3.4.3  PCR-Bedingungen 
PCR-Tests fanden in mehreren Zwischenschritten statt, welche durch Tempe-




• Bei der Denaturierung wurde der Doppelstrang der DNA gelöst, so dass 
sich im nächsten Schritt der Primer anlagern konnte. Eine Temperatur 
von 93-95°C erwies sich als günstig, besonders da bei höheren 
Temperaturen die Halbwertszeit der Taq-Polymerase erniedrigt wurde. 
• Während des Annealings lagerte/n sich der/die Primer an den Einzel-
strang der DNA an. 
• Die Extension der DNA stellte den letzten Schritt der PCR dar, in 
welchem sie mit Hilfe der Taq-Polymerase durch die Anlagerung von 
freien dNTPs elongiert wurden. Die Final Extension war die Elonga-
tionsphase, in welcher unfertige PCR-Produkte vervollständigt wurden. 
• Die optimale Zyklenzahl der PCR lag bei 25 Zyklen, wobei rechnerisch 
aus einer Ziel-DNA 3.2x107 Kopien hergestellt wurden. Bei weiteren 
Zyklen nahm die Kopienzahl nur noch linear zu. 
3.4.4  PCR-Fingerprint-Technik 
Das PCR-Fingerprinting stellt neben einer molekularen Charakterisierungs-
methode von Mikroorganismen eine Methode zur Spezies-Identifizierung bei 
gramnegativen Anaerobiern durch DNA-Polymorphismen (Sequenzvariationen) 
dar. Spezielle DNA-Abschnitte wurden mittels Thermocycler vervielfacht und 
die resultierenden Fragmente z.B. durch Gel-Elektrophorese dargestellt. 
3.4.4.1 Primer 
Der t-DNA-Primer T3B (Tab. 4) wurde als Universalprimer bezeichnet (Welsh J 
& McClelland M, 1991) und wurde hier als Einzelprimer eingesetzt. 
Es wurden unterschiedliche Bandenmuster mit Spezies- und Stamm-spezifi-
schen Banden produziert. Für die Differenzierung und Darstellung der PCR-




Tab. 4:  Primersequenz T3B. 
Primer Fragmentlänge Primersequenz 
T3B variabel 5’ -AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3’ 
 
3.4.4.2 PCR-Protokoll für T3B 
Es handelte sich um 50µl-Ansätze, bei welchen jeweils 2.5µl der zuvor extra-
hierten DNA gebraucht wurden. 
T3B Mastermix:  H2O   33 µl 
    Puffer  5 µl 
    dNTP   4 µl 
    T3B   5 µl 
    Taq- Polymerase 0.5 µl 
    DNA   2.5 µl 
3.4.4.3 Cycler-Profil 
Das folgende Programm für den Thermocycler (DNA Thermocycler 480, Perkin 
Elmer, Cetus, USA bzw. Robocycler mit Heizdeckel, Stratagene, Deutschland) 
wurde für diesen Primer verwendet. 
T3B:     93°C 1min    
     50°C 1min  35 Zyklen 
     72°C 2.5min 
     4°C ∞  ∞ 
Nach der Amplifizierung im Thermocycler wurden die Proben aus den 50µl-
Ansätzen in einer Vakuumzentrifuge (Fa. Speed Vac, Savant, USA) auf ein 
Volumen von ca. 20µl konzentriert. 
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3.4.5  Spezifische PCR zum Nachweis von Teilen der BfPAI 
3.4.5.1 Primer 
Die Primer Paare (Tab. 5) wurden eingesetzt, um spezifische Sequenzen 
nachzuweisen. 
Tab. 5: Spezifische Primer zum Nachweis spezifischen Sequenzen der BfPAI (Razeq-
Primer: RS-3 und RS-4 nach Shetab R, et al., 1998, Kato-Primer: GBF 101 und GBF 110 nach 
Kato N et al., 1996, MP-Primer: LO I und RO I nach Moncrief JS et al., 1998, 1100bp-Primer: 
P1T3 und P1T3-1, 1300bp-Primer: P1T7 und P1T7-1, 1600bp-Primer: P1T7 und P1T3 nach 
Franco AA et al., 1999). 
Primer Fragment Fragmentlänge Primersequenz (5’->3’) 
RS-3 RS-4
  




bft 358bp AGCCGAAGACGGTGTATGT 
CCCACTGGCTTCAAAATCCGAAGC 
LO I  
RO I  




T31-T3 1100bp TTCAACCTGATCGATCCGGAAGATCCG 
GGTAGTGCTTATGTCCCTGCAACCCTA 
P1T7        
P1T7-1 








Die folgenden Protokolle wurden je nach angewandtem Primer ausgeführt. Es 
handelte sich um 25µl- bis 50µl-Ansätze, in welchen jeweils 1.2µl bis 2.5µl 
der zuvor extrahierten DNA eingesetzt wurden. 
GBF 101 und 110: H2O   15.7 µl 
(358bp)   Puffer  2.5 µl 
    dNTP   2 µl 
    RS-3   1.5 µl 
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    RS-4   1.5 µl 
    Taq   0.3 µl 
    DNA   1.5 µl 
 
RS-3 und RS-4:  H2O   13 µl 
(367bp)   Puffer  3 µl 
    dNTP   1.5 µl 
    RS-3   3 µl 
    RS-4   3 µl 
    Taq   0.3 µl 
    DNA   1.2 µl 
 
MP I und MP II:  H2O   29.7 µl 
(350bp)   Puffer  5 µl 
    dNTP   4 µl 
    MgAc   3 µl 
    MP I   3 µl 
    MP II   3 µl 
    Taq   0.3 µl 
    DNA   2 µl 
 
P1T3 und P1T3-1:  H2O   29.2 µl 
(1100 bp)   Puffer  5 µl 
    dNTP   4 µl 
    MgAc   3 µl 
    P1T3   3 µl 
    P1T3-1   3 µl 
    Taq   0.3 µl 




P1T7 und P1T7-1:  H2O   29.2 µl 
(1300 bp)   Puffer  5 µl 
    dNTP   4 µl 
    MgAc   3 µl 
    P1T7   3 µl 
    P1T7-1   3 µl 
    Taq   0.3 µl 
    DNA   2.5 µl 
 
P1T3 und P1T7:  H2O   29.2 µl 
(1600 bp)   Puffer  5 µl 
    dNTP   4 µl 
    MgAc   3 µl 
    P1T3   3 µl 
    P1T7   3 µl 
    Taq   0.3 µl 
    DNA   2.5 µl 
3.4.5.3 Cycler-Profile 
Die folgenden Programme für den Thermocycler (DNA Thermocycler 480, Perkin 
Elmer Cetus, USA bzw. Robocycler mit Heizdeckel, Stratagene, Deutschland) 
wurden für die PCR verwendet. 
RS-3; RS-4;  
GBF 101; GBF 110:  95°C 2min  1 Zyklus 
     95°C 1min  
     65°C 1min  45 Zyklen 
     72°C 1min 
     72°C 2.5min 1 Zyklus 




MP I; MP II: Denaturierung 94°C  2min  1 Zyklus 
Denaturierung 94°C  0.5min  
Annealing  62°C  0.5min 35 Zyklen 
Extension  72°C  0.5min 
Final Extension 72°C  2.5min 1 Zyklus 
Aufbewahrung 6°C  ∞  ∞ 
 
P1T3; P1T3-1; P1T7; P1T7-1: 94°C  5min  1 Zyklus 
     94°C  1min  
     66°C  2min  30 Zyklen 
     72°C  1min  
     72°C  5min  5 Zyklen 
     06°C  ∞  ∞ 
 
Nach der Amplifizierung im Thermocycler wurden die Proben aus den 50µl-
Ansätzen in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac, Savant, USA) auf ein Volumen 
von ca. 20µl konzentriert, die 25µl-Ansätze wurden sofort weiterverwendet.  
3.4.6  Agarose-Gel-Elektrophorese 
Zur Herstellung der 1.5%igen Gele wurden 4.5g Agarose (Pharmacia Biotech 
Inc., USA) mit Hilfe einer Mikrowelle vollständig in 300ml 0.5 x TBE-Puffer 
(Tris-Borat-EDTA, Fa. Sigma, Deutschland) gelöst und nach Abkühlung auf 
60°C mit 30µl Ethidiumbromid (C21H20N3Br) 10mg/ml (Fa. Sigma, Deutsch-
land) versetzt. Nach ca. zwei Stunden war das Gel in der Gelgießvorrichtung 
erstarrt und zur elektrophoretischen Trennung der Proben einsetzbar. 
Um die Proben auf das Gel in die Elektrophoresekammer geben zu können, 
mussten sie jeweils mit einer Beschwerungslösung im Verhältnis von 1:10 
versetzt werden (gel loading solution, Sigma, Deutschland). Zur Beurteilung 
des Molekulargewichts der PCR-Produkte wurden in die erste und die letzte 
Geltasche ca. 10µl eines base pair ladders (1kb-ladder, Fa. Gibco BRL Life 
Technologies, Deutschland) gegeben. 
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Die Agarose-Gele, auf welche die Proben mit den amplifizierten Fragmenten 
aufgetragen wurden, wurden in 0.5 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA, Sigma, 
Deutschland) in Submarin-Elektrophoresekammern (Gibco BRL, USA) gegeben. 
Die elektrophoretische Trennung dauerte fünf bis sieben Stunden bei 3V/cm 
(U=95 V). 
3.4.7  Auswertung der Ergebnisse 
Die Agarose-Gele wurden mit Ethidiumbromid hergestellt, so dass die ent-
standenen Banden später mit Hilfe des Transilluminators unter UV-Licht mit 
einer Wellenlänge von 560nm dargestellt werden konnten. Die Versuchs-
ergebnisse wurden mit Hilfe der Videoprint-Technik (Eagle-Eye-System, 
Stratagene, Deutschland) und der Polaroid-Fotos (Polaroid, Deutschland) 
dokumentiert. Sowohl Videoprints, als auch Polaroid-Fotos wurden im TIF-
Format gespeichert und später mit dem RFLP-Scan-Programm (Scanalytics, 
USA) bearbeitet. 
3.5  Sequenzierung von DNA-Fragmenten 
Es wurden zunächst die folgenden drei Ansätze wurden für die PCR erstellt:  
1. Für die Stämme ATCC 28285 und BK 3431a 
P1T3 und P1T7:  H2O  29.2 µl  *5 146 µl 
(1600 bp)   Puffer 5 µl   25 µl 
    dNTP  4 µl   20 µl 
    MgAc  3 µl   15 µl 
    P1T3  3 µl   15 µl 
    P1T7  3 µl   15 µl 
    Taq  0.3 µl   1.5 µl 
     
DNA  2.5 µl 
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2. Für die Stämme ATCC 43858, ATCC 43859, RMA 10085, LOY 7869, LOY 
6974 
P1T7 und P1T7-1:  H2O  29.2 µl  *12 350.4 µl 
(1300 bp)   Puffer 5 µl   60 µl 
    dNTP  4 µl   48 µl 
    MgAc  3 µl   36 µl 
    P1T3  3 µl   36 µl 
    P1T7  3 µl   36 µl 
    Taq  0.3 µl   3.6 µl 
     
DNA  2.5 µl 
3. Für die Stämme ATCC 43858, ATCC 43859, RMA 10085, LOY 7869, LOY 
6974 
P1T3 und P1T3-1:  H2O  29.2 µl  *12 350.4 µl 
(1100 bp)   Puffer 5 µl   60 µl 
    dNTP  4 µl   48 µl 
    MgAc  3 µl   36 µl 
    P1T3  3 µl   36 µl 
    P1T7  3 µl   36 µl 
    Taq  0.3 µl   3.6 µl 
     
DNA  2.5 µl 
Die drei Ansätze wurden dann nachfolgendem Programm im Thermocycler 
(Robocycler mit Heizdeckel, Stratagene, Deutschland) amplifiziert: 
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Window 1:    94°C 5min  1 Zyklus 
Window 2:    94°C 1min  
     66°C 2min  30 Zyklen 
     72°C 1min  
Window 3:    72°C 5min  1 Zyklus 
Window 4:    06°C ∞  ∞ 
Es wurde initial die oben beschriebene PCR durchgeführt (siehe o.g. Proto-
kolle). Die Sequenzanalyse wurde mittels eines ABI 373 Stretch Automatic 
Sequencer (Applied Biosystems, Warrington, United Kingdom) im IZKF Core 
Unit Laboratorium der Universität Leipzig durchgeführt.  
Alle erhaltenen Sequenzen wurden mittels einer Datenbank überprüft (BLAST 
– Basic Local Alignment Search Tool), welches unter folgender Webadresse zu 
finden ist: www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. BlastN wurde zum Vergleich der 
einzelnen Nukleotide mit der Datenbank verwendet. Mit dem Programm 




4  Ergebnisse 
Klinische Isolate der Spezies B. fragilis einschließlich der Referenzstämme 
sowie der Vergleichsstämme nahe verwandter Spezies (B. vulgatus und B. 
ovatus) wurden sowohl phänotypisch als auch mit molekularen Methoden 
untersucht. Es wurden primär makroskopische und biochemische Unter-
suchungen zur Spezies-Identifizierung durchgeführt. Im Anschluss wurde die 
Identifizierung mittels molekularer Methoden verifiziert sowie weitere 
Gruppen-spezifische Charakteristika innerhalb der Spezies B. fragilis moleku-
lar nachgewiesen. Spezielle Virulenzfaktoren von B. fragilis, wie die Entero-
toxinbildung, wurden durch den Nachweis ausgewählter Genabschnitte auf der 
molekularen Ebene untersucht. Mehrere Stämme wurden zur Sequenzierung 
ausgewählt.  
4.1  Identifizierung mittels phänotypischer Eigenschaften der 
Spezies Bacteroides fragilis Zell- und Koloniemorphologie 
Alle klinischen Isolate wurden hinsichtlich ihrer Zell- und Kolonie-
morphologie untersucht: 
Zellmorphologie im Grampräparat (Columbia-Blutagar, 48h) 
Die Bakterienzellen zeigten sich als gramnegative, kurze bis mittellange 
Stäbchen, welche nach einer Wachstumsdauer von 48h eine meist gerade 
Form aufwiesen (Abb. 6). 
Koloniemorphologie auf Columbia-Blutagar (48h) 
Die Kolonien von B. fragilis erschienen klein (ca. 2mm Durchmesser), grau 
rund, glänzend. 
Gruppendifferenzierung 
Ausgewählt wurden schnell wachsende Stämme mit folgendem Muster: 
Kanamycin resistent; Vancomycin resistent; Colistin resistent (keine Hemm-
hofbildung) (Abb. 7). 
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Alle ausgewählten Stämme waren bilophil, wuchsen in PRAS Röhrchen mit 
20% Galle-Zusatz und waren Indol negativ im (PRAS Indol-Test und Spot 
Indol-Test) sowie Katalase positiv.  
 
 
Abb. 6: Grampräparat B. fragilis. 
 
 
Abb. 7: B. fragilis Kolonien auf Colum-
bia Blutagar (Ablesung nach 48h, Kana-




4.2  Biochemische Identifizierung 
Zur initialen Testung wurden Schnelltests hinzugezogen. Es wurden n=261 
gramnegative, Galle resistente (100%), Spot-Indol-negative (100%), Katalase-
positive (100%) Stämme mit dem Muster (Blättchentest) Kanamycin resistent, 
Vancomycin-resistent und Colistin-resistent identifiziert und danach mittels 
biochemischer Leistungsprüfung im RapID ANA II (Innovative Diagnostic 
Systems, USA) und RAPID ID 32A (Bio Mérieux, Deutschland) getestet. 
RapID ANA II-System 
261 von 261 Stämmen wurden mit 95 bis 99% als der Spezies B. fragilis 
zugehörig identifiziert. 
API 32A-System 
Ein zweites Testsystem wurde zur Keim-Identifizierung ausgewählt, haupt-
sächlich um die als Schlüsselreaktion geltende Indol-Reaktion zu bestätigen. 
Die ausgewählten Stämme zeigten keine Indol-Bildung und wurden mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 96-99% als der Spezies B. fragilis zugehörig 
identifiziert.  
Des Weiteren wurden zehn Stämme als negativ-Kontrollen untersucht. Davon 
wurden fünf als Bacteroides vulgatus (Indol negativ) und fünf als Bacteroides 
ovatus (Indol positiv) identifiziert. Alle Stämme waren Galle resistent. 
Aufgrund der Schwankungen und Ähnlichkeiten in den Reaktionsausfällen der 
biochemischen Leistungsprüfung wurden zur Bestätigung der Identifikations-
ergebnisse sowie zur weiteren Charakterisierung aller Stämme molekulare 
Tests hinzugezogen.  
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4.3  Molekulare Untersuchungen 
4.3.1  Bestätigung der Spezies-Identifizierung mittels der PCR-
Fingerprint-Technik 
Zur Bestätigung der zuvor phänotypisch identifizierten Stämme wurde das PCR-
Fingerprinting unter Verwendung des Universalprimers T3B (19mer, 19 
Nucleotide lang) eingesetzt. Dieser Primer erschien sowohl für die Spezies- als 
auch für die Gruppen-Identifizierung geeignet und produzierte 4 bis 6 Banden 
im Bereich von 0.3 - 3kb. Von den 261 phänotypisch als B. fragilis identifizier-
ten Stämmen war ein Stamm nicht der Spezies B. fragilis zugehörig. Bei allen 
weiteren 260 Proben wurde mittels PCR-Fingerprinting die biochemische Identi-
fizierung B. fragilis bestätigt. Ein Spezies-spezifisches Fragment mit der Länge 
von 530bp wurde bei 260 Stämmen nachgewiesen (Abb. 8). Die zehn Kontroll-
stämme B. vulgatus und B. ovatus charakterisierten Proben wurden bestätigt. 
4.3.2  Unterteilung der Spezies in zwei PCR-Fingerprint-Gruppen 
Durch den Einsatz des Primers T3B wurden 260 Stämme im Vergleich mit dem 
Typstamm ATCC 28285 sowie mit dem Referenzstamm für die DNA Gruppe II, 
VPI 2393, der Spezies B. fragilis zugeordnet. Es wurden zwei voneinander 
unabhängige PCR-Fingerprint-Gruppen nachgewiesen. Die 260 B. fragilis 
Stämme wurden in die PCR-Fingerprint-Gruppen I und II differenziert (Abb. 8). 
Der überwiegende Teil der klinischen Isolate waren der PCR-Fingerprint-Gruppe 
I zugehörig (n=241 von 260, 92.7%). N=19 von 260 (7.3%) Isolate gehörten der 
PCR-Fingerprint-Gruppe II an (Tab. 6). Die Zuordnung erfolgte durch den 
Vergleich der Haupt-Banden von klinischen Isolaten mit denen der 
Referenzstämme ATCC 25285 und VPI 2393 (Tab. 6). Die PCR-Gruppe I wurde 
durch ein Fragment mit 1050bp charakterisiert (Claros MC et al., 2000), hin-





Abb. 8: Klinische Isolate der Spezies B. fragilis amplifiziert 
mit dem Primer T3B bildeten zwei PCR-Fingerprint-Gruppen. 
Spuren 1 und 13, 1-kb DNA Leiter; Spur 2, Negativ-Kontrolle 
ohne DNA; Spuren 3 bis 6, RMA 5912, 5935, 6600, und 
0309 (multiresistentes klinisches Isolat der PCR-Fingerprint 
Gruppe II); Spur 7, VPI 2393 (Referenzstamm der DNA 
Homologie Gruppe II); Spuren 8 bis 11, klinische Isolate der 
Gruppe I, RMA 5735, 5691, 6791und 5081; Spur 12, ATCC 
25285 (Typstamm B. fragilis) (Claros MC et al., 2000). 
 
Tab. 6: Einteilung der klinischen Isolate anhand der Bandenmuster in die PCR-Fingerprint-
Gruppen I und II. 
Bezeichnung Anzahl Prozent (%) 
Stämme (gesamt) 260 100 
Stämme PCR-Gruppe I 241  92.7 
Stämme PCR-Gruppe II 19   7.3 
 






4.4  Nachweis von Enterotoxin und der BfPAI 
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden das Vorhandensein von Enterotoxin-
Genen innerhalb der Spezies B. fragilis sowie die Verteilung von Enterotoxin-
Gen positiven Stämmen auf die beiden PCR-Fingerprint Gruppen I und II 
getestet. Molekulare Tests zum Nachweis der Toxin-Gene und zum Vorhanden-
sein der Pathogenitätsinsel (BfPAI) wurden durchgeführt. Anschließend wurden 
ausgewählte spezifische Fragmente der BfPAI sequenziert. 
4.4.1  Ergebnisse der PCR-Optimierung nach Cobb BD & Clarkson 
JM, 1994 
Die Optimierung der PCR ergab die optimale Konzentration der Chemikalien 
(Abb. 9). Beispielhaft wurde hier die Abbildung für das Primerpaar GB 101 
und GB 110 eingefügt. Für die folgenden Untersuchungen wurde Ansatz 5 
(H2O 15.7µl, Puffer 2.5µl, dNTP 2µl, Primer GB 101 und 110 1.5µl, DNA 
1.5µl, Taq Polymerase 0.3µl) benutzt. 
 
 
Abb. 9: PCR-Optimierung für die Primer GB 101 und GB 110 für den Stamm ATCC43858: 
Spuren 1 und 20 Leiter, Spuren 2-19 Ansätze 1-9 (jeweils im Doppel). Ansatz 5 
entsprechend Spuren 10 und 11 wurden für die weiteren Untersuchungen ausgewählt. 
 





4.4.2  Nachweis von Enterotoxin codierenden–Genabschnitten als 
Teile der BfPAI mittels dreier Primerpaare  
Zum Nachweis von Enterotoxin codierenden Genabschnitten wurden insge-
samt 260 B. fragilis Stämme (Tab. 7) untersucht. Damit wurde die Zuordnung 
der klinischen Isolate zu ETBF bzw. NTBF vorgenommen. ETBF bedeutet, dass 
drei Primerpaare für bft bzw. mpII positiv waren. Diese Fragmente wurden in 
der PCR nachgewiesen. Mittels der Primerpaare RS-3 und RS-4 (Shetab R et 
al., 1998), GBF 101 und GBF 110 (Kato N et al., 1996) und LO I und RO I 
(Moncrief JS et al., 1998) wurden 32 (12.3%) ETBF und 228 (87.7%) NTBF 
Stämme identifiziert. Die 32 ETBF Isolate waren ausnahmslos der PCR Gruppe 
I zugehörig (Abb. 10 - Abb. 12). 
 
 
Abb. 10: Primer RS-3 und RS-4: Spuren 1-4, 6 positiv: 278, 19192c, USC607, 5081, ATCC 
43859, Spuren 5 und 7 negativ: 25285 und Negativ-Kontrolle ohne DNA, Spur 8: Leiter. 
 
 
Abb. 11: Primer GB 101 und GB 110: Spur 1 – Leiter, Spuren 2-7 negativ: Spur 2 – 251, Spur 
3 – 253 (PCR-Gruppe II), Spur 4 – 249, Spur 5 – 313, Spur 6 – VA 19965a, Spur 7 – VA 19965b, 
Spur 8 positiv: VA 215b, Spuren 9-12 negativ: Spur 9 – VA 20434a, Spur 10 – a, Spur 11 – 
210, Spur 12 – VA 1187, Spuren 13 und 14 positiv: Spur 13 – VA 20273a, Spur 14 – VA 
21992d, Spuren 15 und 16 negativ: Spur 15 VA 3042, Spur 16 – VA 2484b, Spuren 17 und 18 
positiv: Spur 17 – ATCC 43858, Spur 18 – ATCC 43859, Spur 19: Negativ-Kontrolle ohne DNA. 
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Abb. 12: Primer LO1 und RO1: Spur 1 - Leiter, Spur 2-13 negativ: Spur 2 – 5521 
(Blutkultur), Spur 3 – VK 1404, Spur 4 – 5732 (Blutkultur), Spur 5 5912 (Blutkultur, Gruppe 
II), Spur – VK 1491, Spur 7 – VK 1492, Spur 8 - 249, Spur 9 - 251, Spur 10 - a, Spur 11 - c, 
Spur 12 - e, Spur 13 - g, Spur 14, 15 positiv: Spur 14 - VA 11384, Spur 15 - 215b, Spur 16 
negativ: VA 9804a, Spur 17, 18 positiv: Spur 17 - ATCC 43858, Spur 18 - ATCC 43859, Spur 
19 negativ: ATCC 25285, Spur 20: Negativ-Kontrolle ohne DNA. 
 
Tab. 7: Unterteilung der klinischen Isolate in ETBF (mit BfPAI) / NTBF sowie PCR-Gruppe I 
und II. 
Stämme Gesamt Prozent (%) 
Gesamtzahl Stämme 260 100 
PCR Gruppe I (incl. ETBF) 241 92.7 
PCR Gruppe II (keine ETBF) 19 7.3 
ETBF 32 12.3 
NTBF 228 87.7 
1600 pos 116 44.6 
1600 neg 144 55.4 
 




4.4.3  PCR-Analyse der Schnittstellen der BfPAI unter Verwendung 
von zwei Primerpaaren 
Die Amplifikation der BfPAI flankierenden Regionen: 30 von 32 ETBF 
Stämmen trugen die 1.3kb und 1.1kb langen flankierenden Sequenzen der 
BfPAI, spezifisch für das Pattern I (Abb. 13, Tab. 8): 
Pattern I-ETBF enthält die BfPAI und das 1100 und 1300 Fragment. 
Pattern II-NTBF trägt weder die BfPAI noch die flankierende Region. 
Pattern III-NTBF enthält die flankierende Region trägt aber nicht das BfPAI. 
 
Abb. 13: Modifiziert nach Franco AA et al., 2002. 
114 Stämme der 228 NTBF Proben besaßen das 1600bp Fragment der 
Flanking Region. Dieses Fragment, vermutlich der Integrationsort der BfPAI, 
amplifiziert mit den Primern P1T7 und P1T3, besaßen nur NTBF Stämme mit 
Pattern III. Von diesen 114 Isolaten gehörten fünf Stämme der PCR-Gruppe II 
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an, alle anderen gehörten der PCR Gruppe I an. Bei 30 von 32 Stämmen wurde 
das 1600bp Fragment nicht nachgewiesen (Abb. 14, Tab. 8). Bei den beiden 
1600bp positiven ETBF wurden die 1300 und 1100bp Sequenzen nicht 
gefunden, außerdem waren sie mpII negativ. Sie wurden Pattern I zugeordnet. 
Tab. 8: Nachweis der BfPAI und der flankierenden Elemente sowie Einordnung in die PCR-






(NTBF N=228, ETBF N=32) 
Gesamte Stämme 
PCR Gruppe II 
N=19 (NTBF) 
NTBF (ETBF neg), 1600 pos 114 5 
NTBF (ETBF neg), 1600 neg 114 14 
ETBF (ETBF pos), 1600 pos 2 0 
ETBF (ETBF pos), 1600 neg 30 0 
 
 
Abb. 14: Amplifikation eines 1600bp langen DNA Fragments, das nur in einigen NTBF 
Stämmen vorhanden ist. Bei dieser Untersuchung handelte es sich ausschließlich um 
Blutkulturisolate. Spuren 1–2, 5–9 und 13–17 ETBF Stämme: LOY 6253, 6332, 6408, 6974, 
7869, RMA 5081, 5447, 5835, 6470, 6791, 8769, 10085, Spuren 3–4 und 10 NTBF Stämme 
Loy 6299, 6404, 6530, Spur 11: NTBF ATCC 25285 (positiv für das 1600bp Fragment), Spur 
12: ETBF ATCC 43858 (negativ für das 1600bp Fragment), Spur 18: Negativkontrolle ohne 





Abb. 15: Screening der linken Schnittstelle mit den Primern P1T7 und P1T7-1: ein Fragment 
mit der Länge von 1300bp wurde in sieben ETBF Stämmen (Pattern I) nachgewiesen. Spur 1: 
Leiter, Spuren 2-4 ETBF (Pattern I): 7,11,14,15: VA 5136a, VA 6140a, USC607, VA19192c, 
6470, ATCC 43858, ATCC 43859, Spuren 5,6,9,10,12,16 NTBF: Bln7302-1 (Gruppe II), basp 
München (Gruppe II), VPI2393 (Referenzstamm Gruppe II), 5912 (Blutkultur, Gruppe II), 6600, 




Abb. 16: Screening der rechten Schnittstelle mittels Primer P1T3-1 und P1T3. Die PCR ergab 
ein 1100bp langes Fragment in allen ETBF Stämmen. Es handelt sich um Blutkulturisolate. 
Spuren 1 und 20: Leiter, Spuren 2, 5, 7 und 19 ETBF: 6253, 6332, 6408, 6974, Spuren 3,4,6, 
8-18 NTBF: 6293, 6299, 6404, 6465 (Gruppe II), 6492, 6530, 6535, 6538, 6667 (Gruppe II), 
6687, 6690 (Gruppe II), 6697, 6704, 6712. Negativkontrolle ohne DNA nicht abgebildet. 
 
Tab. 9: Gesamtzahl aller Stämme mit Einteilung in Pattern I, II, III sowie Unterteilung in 
Blutkultur- und Nicht-Blutkulturstämme. 
 Gesamtzahl der 
Stämme N=260 
BK N=70 NBK N=190 
Pattern I 32 12 20  
Pattern II 114 30 84 
Pattern III 114 28 86 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1.5kb
1.0kb





4.4.4  Auswertung der Blutkulturisolate 
Es wurden insgesamt 70 Blutkulturisolate (Tab. 10) untersucht. Dabei wurden 
mittels der von Kato N et al., 1996, Shetab R et al., 1998 sowie Moncrief JS, 
et al., 1998 beschriebenen Primerpaare zwölf von 70 (17.1%) ETBF und 58 
von 70 (82.9%) NTBF Stämme identifiziert. Sieben von 70 Stämmen (10%) 
wurden der PCR Gruppe II zugeordnet und 63 der 70 Stämme (90%) gehörten 
der PCR Gruppe I an. Die zwölf ETBF Isolate waren ausnahmslos der PCR 
Gruppe I zugehörig (Tab. 10). In diesen zwölf Stämmen wurden die bft Gen 
Fragmente (358bp und 367bp) amplifiziert. Alle diese Stämme trugen 
ebenfalls das mpII Gen Fragment (350bp). 
Tab. 10: Verteilung ETBF, NTBF und „flanking Regions“ und PCR-Gruppe I und II in 
Blutkultur- Isolaten. 
Stämme Blutkulturen Prozent (%) 
Gesamtzahl Stämme 70 100 
PCR Guppe I 63 90 
PCR Gruppe II 7 10 
ETBF 12 17.1 
NTBF 58 82.9 
1600 pos 28 40 
1600 neg 42 60 
 
Das 1600bp Fragment der Flanking Region besaßen 28 Stämme der 58 NTBF 
Proben. Von diesen 28 Isolaten gehörten zwei Stämme der PCR Gruppe II an, 
alle anderen gehörten der PCR Gruppe I an. Bei den zwölf ETBF Stämmen 
wurde das 1600bp Fragment nicht nachgewiesen (Tab. 11). 
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(NTBF 58, ETBF 12) 
Blutkulturen 
PCR Gruppe II 
N=7 (NTBF) 
NTBF, 1600 pos 28 2 
NTBF, 1600 neg 30 5 
ETBF, 1600 pos 0 / 
ETBF, 1600 neg 12 / 
 
Tab. 12: Darstellung der einzelnen PCR Ergebnisse für die Blutkulturen. 
(PCR-Gruppen-Zugehörigkeit nach PCR-Ergebnis mit T3B-Primer, ETBF oder NTBF entsprechend der PCR-
Ergebnisse der spezifischen PCR: Razeq: Primer RS-3 und RS-4 nach Shetab R et al., 1998, Kato: Primer GBF 101 
und GBF 110 nach Kato N et al., 1996, MP: Primer LO I und RO I nach Moncrief JS et al., 1998, 1100bp-Primer: P1T3 




ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
6253 I pos pos pos pos pos pos neg 
6293 I neg neg neg neg neg neg neg 
6299 I neg neg neg neg neg neg pos 
6332 I pos pos pos pos pos pos neg 
6404 I neg neg neg neg neg neg pos 
6408 I pos pos pos pos pos pos neg 
6465 II neg neg neg neg neg neg neg 
6492 I neg neg neg neg neg neg neg 
6530 I neg neg neg neg neg neg pos 
6535 I neg neg neg neg neg neg pos 
6538 I neg neg neg neg neg neg neg 
6667 II neg neg neg neg neg neg neg 
6687 I neg neg neg neg neg neg neg 
6690 II neg neg neg neg neg neg pos 
6697 I neg neg neg neg neg neg pos 
6704 I neg neg neg neg neg neg pos 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
6974 I pos pos pos pos pos pos neg 
7124 I neg neg neg neg neg neg neg 
7153 I neg neg neg neg neg neg neg 
7375 I neg neg neg neg neg neg pos 
7517 I neg neg neg neg neg neg pos 
7527 I neg neg neg neg neg neg neg 
7562 I neg neg neg neg neg neg pos 
7565 I neg neg neg neg neg neg neg 
7735 I neg neg neg neg neg neg pos 
7751 I neg neg neg neg neg neg pos 
7799 I neg neg neg neg neg neg pos 
7800 I neg neg neg neg neg neg pos 
7869 I pos pos pos pos pos pos neg 
7874 I neg neg neg neg neg neg pos 
7875 I neg neg neg neg neg neg pos 
2393 I neg neg neg neg neg neg pos 
5081 I pos pos pos pos pos pos neg 
5138 I neg neg neg neg neg neg neg 
5328 I neg neg neg neg neg neg pos 
5447 I pos pos pos pos pos pos neg 
5521 I neg neg neg neg neg neg pos 
5732 I neg neg neg neg neg neg neg 
5813 I neg neg neg neg neg neg neg 
5835 I pos pos pos pos pos pos neg 
5861 I neg neg neg neg neg neg neg 
5874 I neg neg neg neg neg neg neg 
5912 II neg neg neg neg neg neg neg 
5935 II neg neg neg neg neg neg pos 
6016 I neg neg neg neg neg neg pos 
6017 I neg neg neg neg neg neg neg 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
6791 I pos pos pos pos pos pos neg 
6792 I neg neg neg neg neg neg neg 
7135 I neg neg neg neg neg neg pos 
7187 I neg neg neg neg neg neg pos 
8709 I neg neg neg neg neg neg neg 
8717 I neg neg neg neg neg neg pos 
8771 I neg neg neg neg neg neg neg 
8769 I pos pos pos pos pos pos neg 
9376 I neg neg neg neg neg neg neg 
9545 I neg neg neg neg neg neg neg 
9546 I neg neg neg neg neg neg neg 
10085 I pos pos pos pos pos pos neg 
10137 II neg neg neg neg neg neg neg 
10184 II neg neg neg neg neg neg neg 
10641 I neg neg neg neg neg neg neg 
BK 6782 I neg neg neg neg neg neg neg 
BK 6785 I neg neg neg neg neg neg neg 
BK 3431a I neg neg neg neg neg neg pos 
BK 9677 I neg neg neg neg neg neg neg 
BK 9897 I neg neg neg neg neg neg pos 
BK 9999 I neg neg neg neg neg neg pos 
BK 11085 I neg neg neg neg neg neg pos 
 
4.4.5  Nicht-Blutkulturen 
Von insgesamt 260 klinischen Isolaten waren 190 Nicht-Blutkulturisolate. 
Auch diesmal wurden mittels der Primerpaare RS-3/4, GBF101/110 und 
LO1/RO1 20 (10.5%) ETBF und 170 (89.5%) NTBF Stämme identifiziert. Zwölf 
Stämme (6.3%) konnten der PCR Gruppe II zugeordnet werden, das heißt, 
93.7% der Stämme (n=178) gehörten zur PCR Gruppe I. Die 20 ETBF Isolate 
waren ausnahmslos der PCR Gruppe I zugehörig. 
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Tab. 13: Verteilung ETBF, NTBF und Flanking Region sowie der PCR-Gruppe I und II in 
Nicht-Blutkultur-Isolaten. 
Stämme NichtBlutkulturen Prozent (%) 
Gesamtzahl Stämme 190 100 
PCR Gruppe I 178 93.7 
PCR Gruppe II 12 6.3 
ETBF 20 10.5 
NTBF 170 89.5 
1600 pos 88 46.3 
1600 neg 102 53.7 
 
Das 1600bp Fragment der Flanking Region besaßen 86 der 170 NTBF und 
zwei Stämme der ETBF Isolate. Von den 86 NTBF Isolaten gehörten drei 
Stämme der PCR-Gruppe II an, alle anderen gehörten der PCR Gruppe I an. 
Bei den 20 ETBF Stämmen wurde das 1600bp Fragment nur zweimal (Stamm-
Nr. 6720 und 5691) nachgewiesen (s. Tab. 9, S. 49, und Tab. 14, S. 54). 
Diese sind die einzigen von 260 B. fragilis Stämmen, bei welchen sowohl 
ETBF als auch das 1600bp Fragment gleichzeitig nachgewiesen wurde. Sie 
gehörten wie alle ETBF der PCR Gruppe I an (Tab. 14). 





(NTBF 170, ETBF 20) 
Nicht-Blutkulturen 
PCR Gruppe II 
N=12 (NTBF) 
NTBF, 1600 pos 86 3 
NTBF, 1600 neg 84 9 
ETBF, 1600 pos 2 / 
ETBF, 1600 neg 18 / 
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Tab. 15: Darstellung der einzelnen PCR Ergebnisse für die Nicht-Blutkulturen.  
(PCR-Gruppen-Zugehörigkeit nach PCR-Ergebnis mit T3B-Primer, ETBF oder NTBF entsprechend der PCR-
Ergebnisse der spezifischen PCR: Razeq: Primer RS-3 und RS-4 nach Shetab R et al., 1998, Kato: Primer GBF 101 
und GBF 110 nach Kato N et al., 1996, MP: Primer LO I und RO I nach Moncrief JS et al., 1998, 1100bp-Primer: P1T3 




ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
VA 16081b I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 16233a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 18116  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 18539a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 19192c I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 19527a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 19627/28a I neg neg neg neg neg neg pos 
TP 2731   II neg neg neg neg neg neg neg 
VA 19965a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 19965b I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 20273a I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 20434a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 21992d I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 21993b I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 215b    I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 1187   I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 1391   II neg neg neg neg neg neg neg 
VA 1833   I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 1984a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 2131d II neg neg neg neg neg neg neg 
VA 2484b I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 3042   I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 3117a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 3638c I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 3761   I neg neg neg neg neg neg pos 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
VA 5613   I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 5448a I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 6772a  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 6808b  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 7171c  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 6993a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 6791a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 7360b  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 5748    I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 8122a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 9034a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 9100a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 9337a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 9756a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 9804a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 9966a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 10308a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 10998a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 11384  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 11701  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 11711  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 12512  II neg neg neg neg neg neg pos 
VA 12631a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 12753d I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 12851a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 13305a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 14251  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 14345d I neg neg neg neg neg neg pos 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
VA 14834c I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 15120a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 15188a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 15189a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 15357a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 16085  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 16648a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 18190a I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 19112a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 19369a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 19432a I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 19506a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 21609c I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 21666b I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 21825  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 21839a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 22028a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 22315c I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 22740a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 22815a I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 23180  II neg neg neg neg neg neg neg 
VA 23501b I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 23560/1 I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 23931  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 24089c I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 1300a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 2153    I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 2246a  I neg neg neg neg neg neg neg 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
VA 3090    I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 3332    I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 3472b  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 4177c  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 5136a  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 5261a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 5505    I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 5928a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 6140a  I pos pos pos pos pos pos neg 
VA 6175a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VA 6184a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VA 6332a  I neg neg neg neg neg neg pos 
VK 1404    I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 1286a  I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 1491    I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 1492    I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 1511/1 I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 4232    I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 4971/1 I neg neg neg neg neg neg neg 
VK 5942/1 I neg neg neg neg neg neg pos 
VK 399     I neg neg neg neg neg neg neg 
309 II neg neg neg neg neg neg neg 
5120 I neg neg neg neg neg neg pos 
5691 I pos pos pos neg neg neg pos 
5735 I neg neg neg neg neg neg neg 
5771 I neg neg neg neg neg neg pos 
5798 I pos pos pos pos pos pos neg 
5875 I neg neg neg neg neg neg pos 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
6363 I neg neg neg neg neg neg neg 
6557 I neg neg neg neg neg neg neg 
6600 II neg neg neg neg neg neg neg 
6706 I neg neg neg neg neg neg pos 
6720 I pos pos pos neg neg neg pos 
6730 I neg neg neg neg neg neg pos 
6790 I neg neg neg neg neg neg neg 
6793 I neg neg neg neg neg neg neg 
7006 I neg neg neg neg neg neg neg 
USC 607 I pos pos pos pos pos pos neg 
6 I neg neg neg neg neg neg pos 
10 I pos pos pos pos pos pos neg 
17 II neg neg neg neg neg neg neg 
172 I neg neg neg neg neg neg neg 
174 I neg neg neg neg neg neg pos 
175 I neg neg neg neg neg neg pos 
180 I neg neg neg neg neg neg pos 
187 I neg neg neg neg neg neg pos 
189 I neg neg neg neg neg neg pos 
197 I neg neg neg neg neg neg pos 
199 I neg neg neg neg neg neg pos 
200 I neg neg neg neg neg neg neg 
210 I neg neg neg neg neg neg pos 
221 I neg neg neg neg neg neg pos 
243 I neg neg neg neg neg neg neg 
244 I neg neg neg neg neg neg neg 
245 I neg neg neg neg neg neg neg 
246 I neg neg neg neg neg neg neg 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
248 I neg neg neg neg neg neg neg 
249 I neg neg neg neg neg neg pos 
251 I neg neg neg neg neg neg neg 
252-1 II neg neg neg neg neg neg neg 
253 II neg neg neg neg neg neg neg 
272 I neg neg neg neg neg neg neg 
275 I neg neg neg neg neg neg neg 
276 I neg neg neg neg neg neg neg 
277 I neg neg neg neg neg neg pos 
278 I pos pos pos pos pos pos neg 
281 I neg neg neg neg neg neg pos 
287 I neg neg neg neg neg neg pos 
296 I neg neg neg neg neg neg pos 
297 I neg neg neg neg neg neg pos 
298 I neg neg neg neg neg neg pos 
308 I neg neg neg neg neg neg pos 
309 I neg neg neg neg neg neg neg 
310 I neg neg neg neg neg neg neg 
313 I neg neg neg neg neg neg neg 
315 I neg neg neg neg neg neg pos 
316 I neg neg neg neg neg neg pos 
317 I neg neg neg neg neg neg pos 
320 I neg neg neg neg neg neg neg 
323 I neg neg neg neg neg neg pos 
328 I neg neg neg neg neg neg pos 
333 I pos pos pos pos pos pos neg 
337 I neg neg neg neg neg neg pos 
338 I neg neg neg neg neg neg pos 






ETBF Razeq Kato MP 1100 1300 1600 
354 I neg neg neg neg neg neg pos 
Berlin 7302-1 II neg neg neg neg neg neg pos 
a I neg neg neg neg neg neg neg 
b I neg neg neg neg neg neg neg 
c I neg neg neg neg neg neg neg 
e I neg neg neg neg neg neg neg 
f I neg neg neg neg neg neg neg 
g I neg neg neg neg neg neg pos 
h I neg neg neg neg neg neg neg 
i I neg neg neg neg neg neg neg 
j I neg neg neg neg neg neg pos 
k I neg neg neg neg neg neg pos 
m I neg neg neg neg neg neg neg 
n I neg neg neg neg neg neg neg 
o I neg neg neg neg neg neg pos 
Jena I neg neg neg neg neg neg pos 
Richter II a I neg neg neg neg neg neg neg 
Bremen 2085 I neg neg neg neg neg neg pos 
basp München II neg neg neg neg neg neg pos 
 
4.4.6  Statistik zum Vergleich des Vorkommens der ETBF-Gen-
Sequenzen und flankierenden Regionen (flanking regions) bei 
Blutkultur-Isolaten gegenüber Nicht- Blutkulturisolaten 
Zum Vergleich des Vorkommens der ETBF-Gen-Sequenzen und flankierenden 
Regionen aus Blutkulturen und Nicht-Blutkulturen wurde eine Statistik 
durchgeführt. Eine Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden. Die in der 




Tab. 16: Statistische Auswertung des Verhältnisses von ETBF zu NTBF bei Blutkulturen und 

















                
Gesamtzahl 70 100 190 100 260 100 /  
Stämme              
               
PCR-Guppe I 63 90 178 93.7 241 92.7   
             0.311 
PCR-Gruppe II 7 10 12 6.3 19 7.3   
               
               
ETBF positiv 12 17.1% 20 10.5% 32 12.3%   
             0.150 
ETBF negativ 58 82.9% 170 89.5% 228 87.7%   
               
               
1600 pos 28 40% 88 46.3% 116 44.6%   
             0.363 
1600 neg 42 60% 102 53.7% 144 55.4%   
                
 
4.4.7  Ausschluß von Enterotoxin-Genen bei Bacteroides vulgatus 
und Bacteroides ovatus 
Diese Untersuchungen der Spezies B. vulgatus und B. ovatus, welche als 
Negativ-Kontrollen im Vergleich zum Schwerpunkt dieser Arbeit, dem Nach-
weis von ETBF bei der Spezies B. fragilis, benutzt wurden, erbrachten ein 
homogenes Resultat. Die zehn mittels spezifischer PCR nach Shetab R et al., 
1998 und Kato N et al., 1996 untersuchten Stämme war Enterotoxin-Gen 
negativ (Tab. 17). Damit konnte gezeigt werden, dass diese Enterotoxin-
bildung ein Merkmal der Spezies B. fragilis, nicht jedoch der Spezies 
B. vulgatus bzw. B. ovatus darstellt. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass mit den 




Tab. 17: Darstellung der Kontrollstämme B. vulgatus und B. ovatus, welche die BfPAI nicht 
enthalten.  
(ETBF oder NTBF entsprechend der PCR-Ergebnisse der spezifischen Primer: Razeq: Primer RS-3 und RS-4 nach 
Shetab R, et al., 1998, Kato: Primer GBF 101 und GBF 110 nach Kato N et al., 1996, MP: Primer LO I und RO I nach 
Moncrief JS et al., 1998). 
Stamm-Nr ETBF Razeq Kato 
1999 neg neg neg 
1997 neg neg neg 
295 neg neg neg 
5361 neg neg neg 
5475 neg neg neg 
5736 neg neg neg 
5315 neg neg neg 
5351 neg neg neg 
6506 neg neg neg 
6529 neg neg neg 
 
4.4.8  Vergleich der Bacteroides fragilis Stämme nach 
geographischer Herkunft 
Die sowohl in den USA also auch in Deutschland gesammelten Stämme wurden 
bezüglich ihrer Herkunft verglichen (s. Tab. 18), um Rückschlüsse hinsichtlich 
geographischer Unterschiede und Gemeinsamkeiten ziehen zu können. Zu 
bemerken ist, dass es sich bei den amerikanischen Stämmen hauptsächlich um 
Blutkulturen handelte. Wir fanden bei den amerikanischen Stämmen prozen-
tual eine höhere Anzahl von ETBF Stämmen und eine höhere Anzahl von 
Gruppe II Stämmen. Bei den deutschen Isolaten überwogen prozentual die 
Pattern III Stämme. 
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Tab. 18: Vergleich der deutschen und amerikanischen B. fragilis Stämme bzgl. des 
Vorhandenseins von ETBF, Gruppe II sowie Pattern III. 
 
Anzahl dt. Stämme 
(N=179) 
Anzahl US Stämme 
(N=81) 
ETBF 16 (8.9%) 16 (19.8%) 
Gruppe II 10 (5.6%) 9 (11.1%) 
NTBF Pattern III 85 (47.5%) 31 (38.3%) 
 
4.5  Sequenzierung der BfPAI-flankierenden Regionen in 
ausgewählten Stämmen 
4.5.1  Sequenzierung der flankierenden Regionen 
Die flankierenden Elemente von sechs Stämmen mit spezifischen Charakteris-
tika, einschließlich von drei ETBF (Pattern I), einem NTBF (Pattern III) Isolaten 
und der beiden Referenzstämme ATCC 25285 (B. fragilis Typstamm, Pattern 
III) und ATCC 43859 (Referenzstamm, ETBF) wurden für die Sequenzierung 
ausgewählt, um Ähnlichkeiten oder Differenzen zu finden (Tab. 19).  
Die vier klinischen Isolate stammten aus Blutkulturen. Ihre Sequenzen wurden 
untereinander sowie mit der Sequenz des Stammes 86-5443-2-2 verglichen 
(Franco AA et al., 1999). Es wurden Punktmutationen in Fragment T7-T71 in 
den NTBF Pattern III Stämmen 3431 (Blutkultur NTBF, Gruppe I, 1600pos) und 
ATCC 25285 nachgewiesen (Abb. 17, S. 66). Außerdem wurde bei dem ETBF 
Stamm 6974 (Blutkultur, ETBF, Gruppe I, Pattern I) in dem Element T71-T7 der 
Austausch von vier Nucleotiden gefunden (Abb. 18, S. 66). Weiterhin wurden 
sowohl eine Punktmutation in dem Fragment T3-T31 des Stammes 3431 und 
des Stammes ATCC 25285 (NTBF, Pattern III) im Vergleich mit den ETBF 
Stämmen als auch ein größerer Nucleotid Austausch bei zwei klinischen ETBF 
Isolaten 10085 und 6974 wurde nachgewiesen (Abb. 19, S.67). 
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Tab. 19: Übersicht über die sequenzierten Stämme unter Angabe der verwendeten Primer 
und der NCBI Blast Accession Numbers (Claros MC et al., 2006).  
a Blutkulturisolat, intraabdominelle Infektion. Das Isolat war Carbapenem sensibel (MHK <0.06). In derselben Probe 
wurde Bacteroides thetaiotaomicron nachgewiesen. b Keine klinische Information vorhanden. c Männlicher Patient, 
Chirurgische Abteilung, pAVK mit Sepsis nach Amputation, zusätzlich Pneumonie. 
Accession Numbers Stamm Nummer DNA-Fragment Herkunft 
AJ 850062 10085 T31-T3 R.M. Alden Research Laba 
AJ 850066  T3-T31  
AJ 850072  T71-T7  
AJ 850076  T7-T71  
AJ 850065 7869 T31-T3 Loyola Universitätb 
AJ 850071  T3-T31  
AJ 850075  T71-T7  
AJ 850080  T7-T71  
AJ850064 6974 T31-T3 Loyola Universitätb 
AJ 850070  T3-T31  
AJ 850074  T71-T7  
AJ 850081  T7-T71  
AJ 850068 3431 T3-T31 Leipzig Universitätc 
AJ 850078  T7-T71  
AJ 850063 43859 T31-T3 ATCC 
AJ 850069  T3-T31  
AJ 850073  T71-T7  
AJ 850079  T7-T71  
AJ 850067 25285 T3-T31 ATCC 




10085  ACTGTCAAGAATCATATAGACAACAACCACAGAACCCTGAAAAGCAACGATGACAAATTC 
43859  ACTGTCAAGAATCATATAGACAACAACCACAGAACCCTGAAAAGCAACGATGACAAATTC 
25285  ACTGTCAAGAATCATATAGACAACAACCACAGGACCCTGAAAAGCAACGATGACAAATTC 
3431    ACTGTCAAGAATCATATAGACAACAACCACAGGACCCTGAAAAGCAAGGATGACAAATTC 
86-5443-2-2 ACTGTCAAGAATCATATAGACAACAACCACAGAACCCTGAAAAGCAACGATGACAAATTC 
 
10085  TATATGCTTTCCATCAATCCCAGCGGTGACGAACAGAGACATCTGATAGAAAGGGTGACC 
43859  TATATGCTTTCCATCAATCCCAGCGGTGACGAACAGAGACATCTGATAGAAAGGGTGACC 
25285  TATATGCTTTCCATCAATCCCAGCGTTGACGAACAGAGACATCTGATAGAAAGGGTGACC 
3431    TATATGCTTTCCATCAATCCCAGCGTTGACGAACAGAGACATCTGATAGAAAGGGTGACC 
86-5443-2-2 TATATGCTTTCCATCAATCCCAGCGGTGACGAACAGAGACATCTGATAGAAAGGGTGACC 
Abb. 17: Die Sequenzanalyse des flankierenden Elements der NTBF-Stämme für ATCC 
25285 (B. fragilis Typstamm) sowie 3431 (klinischer Stamm aus Blut), nachgewiesen mit 
dem Primerpaar T7 und T7-1, zeigte Punktmutationen in Positionen 33 und 86. Sie 
wurden mit den ETBF-Stämmen ATCC 43859 (B. fragilis Typstamm) und 10085 
(klinisches Isolat aus Blut) verglichen. Die Sequenzen wurden mit Sequenzen von Franco 
AA et al., 1999 verglichen. 
 
10085  GACCTTGAAAGGAACGCAACAGCAATAAACACCCAGAACCTTCCTGTTCGAAGCAAAACC 
43859  GACCTTGAAAGGAACGCAACAGCAATAAACACCCAGAACCTTCCTGTTCGAAGCAAAACC 
6974    GACCTTGAAAGGAACGCAACAGCAATAAACACCCAGAACATCACTGTTCGAAGTAAAACC 
7869    GACCTTGAAAGGAACGCAACAGCAATAAACACCCAGAACCTTCCTGTTCGAAGCAAAACC 
86-5443-2-2 GACCTTGAAAGGAACGCAACAGCAATAAACACCCAGAACCTTCCTGTTCGAAGCAAAACC 
 
10085  TCTCCACATATTCCCGTAGTCAGAGTAATGCTGCACTTCGTAATCCATATGTAATACTTC 
43859  TCTCCACATATTCCCGTAGTCAGAGGAATGCTGCACTTCGTAATCCATATGTAATACTTC 
6974    TCTCCACATACTCCCGTAGTCAGAGGAATGCTGCACTTCGTAATCCATATGTAATACTTC 
7869    TCTCCACATATTCCCGTAGTCAGAGTAATGCTGCACTTCGTAATCCATATGTAATACTTC 
86-5443-2-2 TCTCCACATATTCCCGTAGTCAGAGTAATGCTGCACTTCGTAATCCATATGTAATACTTC 
Abb. 18: Teilsequenz des klinischen Isolates 6974 (ETBF, Blutkulturstamm), sequenziert 
mittels Primerpaar T7-1 und T7. Es wurden Unterschiede in den Nucleotiden 86 – 100 
und 117 gefunden. Das Alignement wurde im Vergleich zu einer Sequenz von Franco AA 
et al., 1999 durchgeführt. Bei Stamm 7869 handelt es sich ebenfalls um einen ETBF-




10085  GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGTTCAAAACTGGAGAATCTGT 
6974    GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGTTCAAAACTGGAGAATCTGT 
43859  GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGCGCAAAACTGGAAGCCCTGT 
7869    GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGCGCAAAACTGGAAGCCCTGT 
25285  GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGCGCAAAACTGGAAGCCCTGT 
3431    GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGCGCAAAACTGGAAGCCCTGT 
86-5443-2-2 GCGAATACAAGGTCGGCTTTGTGCTGCTTACACAGTCCGGCGCAAAACTGGAAGCCCTGT 
 
10085  ATGGCAAGCTCGACCGGTCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGGCGTA 
6974    ATGGCAAGCTCGACCGGTCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGGCGTA 
43859  ATGGTAAACTCGACCGGGCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGGCGTA 
7869    ATGGTAAACTCGACCGGGCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGGCGTA 
25285  ATGGTAAACTCGACCGGTCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGACGTA 
3431    ATGGTAAACTCGACCGGTCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGACGTA 
86-5443-2-2 ATGGTAAACTCGACCGGTCCTCCGTGGAAGCCAATTTCGGAATCCAGTTCTTCGGACGTA 
Abb. 19: Die Sequenzanalyse zeigte Mutationen (in den Fragmenten nachgewiesen mit 
T3 und T3-1) der NTBF-Stämme des Pattern III im Vergleich zu den ETBF-Stämmen 
(Pattern I) (Position 296) und einen größeren Nucleotid-Austausch bei den Stämmen 
10085 und 6974 (Positionen 42-43 und 54-58). Die Sequenzen wurden mit der von 





5  Diskussion 
Die humane Physiologie benötigt das Mikrobiom mit dem Hauptbestandteil 
der anaeroben Flora zur Unterstützung der Ernährung und Entgiftung. Speziell 
der Darm ist als am meisten besiedeltes Organ des menschlichen Körpers im 
Fokus: er enthält bis zu 1011 Bakterien/g Stuhl (Costello EK et al., 2009). Das 
intestinale Mikrobiom umfasst nach derzeitigen Erkenntnissen 500–1000 
Spezies. Die Flora setzt sich aus den beiden wichtigsten anaeroben Phyla, 
Bacteroidetes und Firmicutes, zusammen (Turnbaugh PJ et al., 2007); inner-
halb des Bacteroidetes Phylums stellten Bacteroides spp. ungefähr 25% der 
kultivierten Gesamtflora dar (Salyers AA, 1984). Untersucht wurde hier die 
Typspezies des Genus Bacteroides, B. fragilis, welche einerseits mit 1-2% der 
kultivierten Darmbakterien als Kommensale eine relativ geringe Rolle spielt 
(Finegold SM, 1969). Andererseits hat B. fragilis sowohl mit der Eigenschaft, 
als potentes opportunistisches Pathogen endogene Infektionen hervorrufen zu 
können sowie als Exotoxin-Bildner an Bedeutung gewonnen (Myers LL et al., 
1985). Klinische Studien (Snydman DR et al., 2017) sowie die Untersuchungen 
zur Bildung von B. fragilis Toxin (Fragilysin) (persönliche Kommunikation 
Tang YJ, 2014) ließen B. fragilis als interessantes Studienobjekt erscheinen. 
Schwerpunkte der hier vorgenommenen Untersuchungen an 265 klinischen 
Isolaten der Spezies B. fragilis waren: 
Auswahl der Teststämme. Basierend auf umfangreichen phänotypischen und 
molekularen Untersuchungen an B. fragilis von Johnson JL, 1978, welche 
zeigten, dass die Methode der Stamm-Selektion großen Einfluss auf die 
Heterogenität oder Homogenität der Stammeigenschaften hatte, wurde eine 
umfangreiche Sammlung klinischer Isolate angelegt. Spezielles Augenmerk 
lag auf der Sammlung von Blutkulturisolaten aus verschiedenen Laboratorien, 
da deren klinische Bedeutung von anderen Gruppen (Nguyen MH et al., 2000) 
mit einer Letalität von 16% beschrieben wurde. De Keukeleire S et al. 
beschrieben 2016 in einer 10-Jahres retrospektiven Studie, dass die Spezies 
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B. fragilis am häufigsten (106 von 437 anaeroben Isolaten) aus Blutkulturen 
isoliert wurde. Bei diversen Patienten, deren Proben untersucht wurden, lag 
eine schwere Infektion vor. Hier wurde davon ausgegangen, dass Blutkultur-
isolate spezielle Virulenz-Faktoren besaßen, welche sie befähigten, eine 
Sepsis hervorzurufen. 
Phänotypen. Voraussetzung für die umfassende Charakterisierung der Stämme 
sowie die Gruppierung der Isolate innerhalb der Spezies war eine korrekte 
Spezies-Identifizierung mit phänotypischen Methoden. Galle-resistente 
klinische Isolate, zuvor in den unterschiedlichen Laboratorien mit Schnelltests 
und/oder konventionellen biochemischen Methoden identifiziert, wurden einer 
wiederholten phänotypischen Testung unterzogen. Ausgewählt wurden Isolate 
mit typischer Koloniemorphologie auf CBA nach 48-stündigem Wachstum. Die 
Kolonien waren in ihrer Erscheinung klein, grau, glänzend und rund wie im 
Wadsworth KTL-Manual beschrieben (Jousimies-Somer H., 2002). Die 
Bakterienzellen, zur Reinheitskontrolle auf BBE gebracht, zeigten Wachstum 
und damit Galle-Resistenz und wurden stäbchenförmig (typisch) im Gram-
präparat dargestellt. Die zur weiteren Differenzierung eingesetzten Reaktio-
nen, Kanamycin (resistent), Colistin (resistent) und Vancomycin (resistent), 
Nitrat (negativ), fielen typisch aus (Citron DM et al., 1990). Die Katalase 
Reaktion war schwach bis sehr stark positiv und damit ebenfalls typisch. Alle 
Stämme erschienen mittels der jeweils zwei unterschiedlichen Indol-Tests 
negativ. Die Indol-Reaktion wurde als wichtige Schlüsselreaktion zur 
Differenzierung von Bacteroides Spezies betrachtet, daher wurde ein negatives 
Testergebnis mehrfach überprüft, um eine falsche Einteilung in die Indol-
positive Gruppe der Bacteroides spp. zu verhindern (Citron DM et al., 1990).    
In den 1990er Jahren entwickelten Citron DM et al. aus wenigen PRAS-Kohlen-
hydrat-Fermentations-Reaktionen in Kombination mit diversen Schnelltests 
ein Identifikationsschema für B. fragilis. Diese Methoden wurden im 
Wadsworth-KTL Manual (Jousimies-Somer H., 2002) zusammengefasst. Die 
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Stämme, welche für diese Arbeit vom RMA bezogen wurden, waren dort 
mittels der im Wadsworth-KTL-Manual beschriebenen Techniken prä-
identifiziert worden. In dieser Arbeit wurde entschieden, Testkits für den 
Nachweis von in der Zelle präformierten Enzymen, welche sowohl Glycosidase- 
und Peptidase-Substrate enthielten, wie RapID ANA II (Oxoid GmbH, D) und 
API 32A (BioMérieux, F), einzusetzen. Das Rapid 32A (BioMérieux, Frankreich) 
enthielt neben präformierten Enzymen und Kohlenhydratfermentationstest 
weitere biochemische Reaktionen. Diese Testkits konnten direkt mit dem vom 
Blutagar gewonnenen frischen (aktiven) Kulturen beimpft und nach vier- bis 
sechsstündiger aerober Inkubation abgelesen werden. 
Es wurden 261 Stämme der Spezies B. fragilis zugeordnet. Jeweils fünf weitere 
Stämme aus den Spezies B. ovatus bzw. B. vulgatus wurden zu Vergleichs-
zwecken untersucht. B. vulgatus Isolate dienten hierbei zum Ausschluss von 
überlappenden Eigenschaften zwischen den beiden Indol-negativen Spezies. 
B. ovatus Stämme wurden ebenfalls einbezogen, um eine Fehlidentifizierung 
auszuschließen. 
Tab. 20: Gruppierung gramnegativer anaerober Stäbchen unter Nutzung von Schnelltests. 
(modifiziert nach Citron DM, 2012)  
Abkürzungen: Kana - Kanamycin 1000µg disk; Van - Vancomycin 5µg disk; Col - Colistin 10µg Disk. Bile - 20% 
Galle Disk; Cat - Katalase; Nit - Nitrat Reduktion; Ind - Spot Indol. 
a Tier-Spezies, welche z.B. aus Bisswunden isoliert wurden, sind Katalase positiv.  
b Die Identifikation klinischer Spezies kann durch die Nutzung von Schnelltests erfolgen (Warren YA et al., 2005). 
Gruppe Kana Van Col Bile Cat Nit Ind 
Bacteroides spp. R R R R +− – V 
Prevotella spp. R R V S – – – 
Porphyromonas spp. R S R S –+a – +− 
Fusobacterium spp. S R S V – – +− 
Bilophila wadsworthia S R S R + + – 
Desulfovibrio spp. b S R R V V V V 




Molekulare Methoden. Durch die Kombination kultureller und molekularer 
Methoden wurde in den 1960 bis 1970er Jahren die taxonomische Grundlage 
innerhalb des Genus Bacteroides gelegt (Finegold SM, 1969). Der Einsatz 
unterschiedlichster PCR- und Sequenzierungsmethoden zur Identifizierung 
von Anaerobiern (Arumugam M et al., 2011), speziell die 16S rDNA-Sequen-
zierung, hat die Anaerobier-Bakteriologie vollkommen verändert: Innerhalb 
des Genus Bacteroides wurden mehr als zehn Spezies neu beschrieben, andere 
Spezies wurden aufgrund molekularer Charakterisierung z.B. als Para-
bacteroides spp. (z.B. Bacteroides distasonis: neu Parabacteroides distasonis) 
re-klassifiziert (Paster BJ et al., 1994). Allerdings wiesen neue Spezies-
Beschreibungen häufig Defizite auf, da ihre Beschreibung ausschließlich durch 
die Sequenzierung der 16S rDNA bei wenigen klinischen Isolaten erfolgte (und 
damit die Heterogenität innerhalb der Spezies unberücksichtigt blieb) sowie 
nur einige phänotypische Merkmale beschrieben wurden. Demzufolge ent-
sprachen diese Beschreibungen nicht den geforderten Anforderungen an die 
Charakterisierung neuer Spezies (Citron DM, 2012). 
PCR Fingerprinting. Bei den phänotypischen Untersuchungen wurden 
anfänglich bei den B. fragilis Isolaten nur minimale Schwankungen in den 
Reaktionsausfällen festgestellt. Von Citron DM, 2012, wurde beschrieben, 
dass phänotypische Methoden zur Charakterisierung der Spezies nicht aus-
reichten, demzufolge wurden zur Bestätigung der phänotypischen Identifi-
zierung PCR-Fingerprint-Tests zur korrekten Spezies- und Gruppen-
Identifizierung durchgeführt. Untersuchungen mit Einzelprimern, die 
Spezies- und Gruppen-spezifische Profile (5-15 Banden) produziert hatten, 
wurden von anderen Gruppen (Welsh J & McClelland M, 1991) eingesetzt. 
Hier wurde der tDNA-Primer T3B als Einzelprimer in Vortests ausgewählt. 
Die Durchführung der PCR erfolgte zur Sicherung vergleichbarer Ergebnisse 
unter stringenten Bedingungen nach der Optimierung der PCR Bedingungen 
nach Cobb BD & Clarkson JM, 1994. Diese mathematische Optimierungs-
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Methode wurde eingesetzt, um robuste PCR-Tests zu entwickeln. Sie 
berücksichtigte die Effekte und Interaktionen bestimmter Reaktions-
Komponenten gleichzeitig mittels einer kleinen Anzahl von Tests. So wurde 
der Aufwand sehr aufwendiger experimenteller Voruntersuchungen mini-
miert und in wenigen Tests die Konzentrationen, die die Stabilität der 
Reaktionsprodukte positiv beeinflussten, gefunden. Weiterhin wurden die 
Größe und Verteilung der Reaktionsprodukte hinsichtlich einer guten 
Bewertbarkeit beeinflusst.  
Mit Hilfe der Resultate der PCR-Fingerprint-Analysen wurden im Vergleich 
mit den Referenzstämmen ATCC 25285 und VPI 2393 anhand Spezies- 
spezifischer Banden 260 von 261 Stämmen der Spezies B. fragilis 
zugeordnet. Ein Stamm, VA215a, der in den phänotypischen Untersuchungen 
eindeutig als B. fragilis identifiziert wurde, wies die speziesspezifischen 
Banden nicht auf und wurde daher aus den weiteren Untersuchungen 
ausgeschlossen. Jeweils fünf Stämme der Spezies B. vulgatus und B. ovatus 
zeigten diese Banden erwartungsgemäß ebenfalls nicht. 
Charakterisierung der Spezies und Einteilung in zwei PCR-Gruppen. Mittels 
des T3B Primers wurden im Vergleich der Profile des Typstammes ATCC 
25285 mit dem Profil des durch das VPI zur Verfügung gestellten Referenz-
stammes VPI 2393 (Johnson JL, 1978) (DNA Homologie-Gruppe II) zwei PCR-
Gruppen unterschieden. Die biochemischen Profile beider Gruppen sahen mit 
kleineren Varianten einheitlich aus. Das Profil der PCR Gruppe I entsprach 
dem Profil des B. fragilis Typstammes ATCC 25285; beschrieben bei 241 von 
260 Stämmen (Tab. 7, S. 46). Das Profil der PCR Gruppe II entsprach dem 
Profil des von Johnson JL, 1978, bei DNA-Homologie-Untersuchungen 
beschriebenen Stammes VPI 2393, welcher als separate molekulare Gruppe 
mittels der DNA Homologie-Untersuchungen etabliert sowie von Johnson JL & 
Harich B, 1986 mit RNA Homologie-Untersuchungen bestätigt wurde. 19 von 
260 (7.3%, s. Tab. 6, S. 43) Stämmen gehörten der Gruppe II an. Im Vergleich 
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zu Gewebsisolaten zeigten die Blutkulturisolate (n=7, 10%, s. Tab. 10, S. 50) 
von Gruppe II Stämmen (n=12, 6.3% Nichtblutkulturisolate) einen deutlich 
höheren Anteil an Gruppe II Stämmen (s. Tab. 13, S. 54). Diese Ergebnisse 
waren mit denen von Johnson JL, 1978, sowie Johnson JL & Ault DA, 1978, 
und Johnson JL & Harich B, 1986, vergleichbar. Allerdings fanden diese 
Autoren (Johnson JL & Harich B, 1978 und 1986) keine phänotypischen 
Merkmale, welche unterschiedlichen molekularen Gruppen der Spezies B. 
fragilis zugeordnet werden konnten. Hinweise auf phänotypische Unter-
schiede zwischen beiden molekularen B. fragilis-Gruppen wurden in der 
Routine-Diagnostik durch auffällige MHK-Werte von Beta-Lactam-Antibiotika 
bei den Stämmen der Gruppen II gefunden. Es wurde gezeigt, dass bei 3/179 
Stämmen MHK-Werte die als intermediär bzw. dass 3/179 Stämmen als 
resistent gegen Imipenem (The European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing, 2019) zu bewerten waren (Rodloff AC, 2010, 
mündliche Kommunikation). Appelbaum PC et al. zeigten 1986 anhand einer 
sehr kleinen Stammzahl den Zusammenhang zwischen der von Johnson 1978 
beschriebenen DNA-Homologie-Gruppe II und einer Zunahme von Resisten-
zen von B. fragilis gegenüber Beta-Lactam-Antibiotika. Entsprechend der 
Untersuchungen von Podglajen I et al., 1995, wurde davon ausgegangen, 
dass in diesen Stämmen eine chromosomal determinierte Metallo-Beta-
Lactamase vorliegt, welche in unterschiedlichem Maße exprimiert wird. 
Edwards & Greenwood beschrieben, dass B. fragilis Stämme mit phäno-
typischen Carbapenem-Resistenzen Veränderungen der Außenmembran-
proteine aufwiesen (Edwards R & Greenwood D, 1997). Diese Unterschiede in 
der Permeabilitäts-Barriere könnten auf einen separaten Phänotyp innerhalb 
der Spezies hindeuten. 
Bacteroides fragilis als Enterotoxinbildner. B. fragilis wurde Mitte der 1980er 
Jahre als Exotoxinbildner identifiziert. Speziell die Produktion des als Entero-
toxin identifizierten Fragilysins, (Wick EC & Sears CL, 2010), das in vitro zu 
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einer Modifikation humaner Krebszelllinien (HT29/C1) sowie zur Flüssig-
keits-Akkumulation in intestinalen tierischen Darmschlingen führte, galt als 
entscheidende neue Eigenschaft. Als Target des B. fragilis Toxins (BFT) wurde 
ein zelluläres Oberflächenprotein, das E-Cadherin nachgewiesen. Dieses galt 
als grundsätzlicher Bestandteil der Zonula Adherens, welche der Zell-Zell 
Adhäsion dient. Sears CL beschrieb 2009 eine grundlegende Überein-
stimmung des BFT im Protein-Alignement der Domäne BFT-2 mit der 
Proteinstruktur des Accessory Cholera Enterotoxins von Vibrio cholerae (Ace), 
des Escherichia coli hitzestabilen Enterotoxins (STb) und der des Staphylo-
coccus aureus Delta Toxins. Enterotoxin-produzierende B. fragilis (ETBF) 
gewannen eine größere Bedeutung als Erreger, die für Fälle schwerer Infek-
tionen mit septischem Verlauf verantwortlich zeichnen (Sears CL, 2009).  
Tab. 21: Unterteilung von molekularen Subtypen von B. fragilis und ihre Bedeutung im 
menschlichen Körper. Modifiziert nach Sears CL, 2012. 
Bacteroides fragilis 
Nicht Enterotoxin bildende B. fragilis 
NTBF 
Enterotoxigene B. fragilis 
ETBF 






Durch den PCR-Nachweis molekularer Strukturen, wie der bft-und mpII-Gen-
Fragmente, wurden zwei Subtypen von B. fragilis unterschieden: Stämme 
welche die Pathogenitätsinsel trugen – ETBF – und Stämme, die die Patho-
genitätsinsel nicht trugen – NTBF. Wie Moncrief JS et al., 1998, zeigten, 
entstanden ETBF Stämme durch den Transfer einer fremden 6-kb Region, der 
BfPAI, welche die Toxin-codierenden Gene trug. Das Vorkommen der bft-und 
mpII-Gene wurde durch PCR-Nachweis dreier unterschiedlicher Sequenzen 
mit verschiedenen spezifischen Primern (RS-3, RS-4 (Shetab R et al., 1998), 
GBF 101, GBF 110 (Kato N et al., 1996) sowie MP I, MP II (Moncrief JS et al., 
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1998) für das bft- und einen Nachweis der mpII –Fragmente untersucht. Es 
wurde gezeigt, dass 32 von 260 Isolaten (12.3%, s. Tab. 7, S. 46) ETBF waren. 
Franco AA et al. beschrieben 1999, dass es sich bei den bft-und mpII-Genen 
um Sequenzen handelte, die aus einer fremden Quelle akquiriert wurden. Bei 
Vorhandensein des bft-Genes bildeten die ETBF-Stämme Fragilysin (Franco 
AA et al., 1999). Daher wurde davon ausgegangen, dass die Erreger, in deren 
DNA die bft- und mpII-Gene nachgewiesen wurden, eine höhere Virulenz als 
die NTBF Isolate (die diese Gene nicht trugen) aufwiesen. Franco AA et al. 
zeigten 1999, dass ein weiteres Rekombinations-Event stattgefunden hatte, 
welches die Toxinbildung von B. fragilis Stämmen beeinflusst hatte. Neben 
der BfPAI traten weitere Elemente in der Gesamtlänge von 12kb auf rechts 
und links der BfPAI auf. Teile dieser 12kb langen flankierenden DNA wurden 
interessanterweise ebenfalls in NTBF Stämmen gefunden, welche bft nicht 
aufwiesen. Das Vorhandensein der flankierenden Sequenzen wirkte sich auf 
die optimale Toxinbildung aus. 
Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigte sich, dass B. fragilis Gruppe II 
Stämme nie ETBF positiv waren. Sie besaßen jedoch teilweise die flankieren-
den Elemente (NTBF Pattern III). In den Vergleichsstämmen der Spezies B. 
ovatus und B. vulgatus wurden keine Bestandteile der Pathogenitätsinsel 
gefunden. 
Unterschiede zwischen BK- und NBK-Isolaten. Bei der Auswertung der PCR-
Ergebnisse zu den bft- und mpII-Fragmenten (lokalisiert auf der BfPAI) wurde 
gezeigt, dass 12 von 70 (17.1%) der Blutkulturisolate ETBF waren. Hingegen 
konnten bei Nicht-Blutkulturisolaten in 20 von 190 Stämmen (10.5%) ETBF 
nachgewiesen werden. Statistisch handelte es sich um eine nicht-signifikante 
Erhöhung der Zahlen (nachgewiesen im chi2-Test; s. Tab. 16, S. 62) im 
Vergleich von Blutkulturen zu Nicht-Blutkulturisolaten. Da es sich bei allen 
BK-Isolaten um Stämme schwer kranker Patienten handelte, wurde trotz 
dieses Ergebnisses weiterhin davon ausgegangen, dass es Unterschiede 
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hinsichtlich der Virulenz innerhalb der Isolate, wie auch bei Nguyen MH et al., 
2000, gab. Da die Akquise der BK-Isolate sehr aufwendig war, wurde in 
dieser Arbeit davon ausgegangen, dass zum Nachweis eines signifikant 
höheren Auftretens von ETBF eine noch größere Zahl von Isolaten nötig 
gewesen wäre. 
Im Fokus der weiteren Untersuchungen stand die molekulare Ausstattung von 
Nicht-BK versus BK-Isolaten bei Vorhandensein der BfPAI (ETBF-Isolaten, 
Pattern I) und nicht-Vorhandensein der BfPAI (NTBF Isolaten mit flankierenden 
Elementen, Pattern III). Franco et al. hatten 2002 festgestellt, dass sowohl die 
BfPAI als auch die flankierenden DNA-Regionen für die bft-Expression wichtig 
sind (Franco AA et al., 2002). Hier wurde gezeigt, dass von allen untersuchten 
Stämmen 114 von 228 (50%) NTBF eine zusätzliche 12kb flankierende DNA-
Region trugen; sie gehörten zu Pattern III (s. Tab. 8, S. 48). Die andere Hälfte 
der NTBF war Pattern II. Bei den Blutkulturisolaten waren 28 von 58 (48.3%), 
NTBF Stämmen 1600bp positiv (Pattern III) (s. Tab. 10 und Tab. 11, S. 50 und 
51). Hingegen wurden bei den NBK bei 86 von 170 NTBF das 1600bp 
Fragment (50.6%) (Pattern III) gefunden (s. Tab. 13 und Tab. 14, S. 54). Der 
prozentuale Anteil der Stämme, die ETBF (Pattern I) plus NTBF Pattern III sind 
und somit das 1600bp Fragment besitzen, wich bei den Blutkulturen und den 
Nicht-Blutkulturen (40 von 70 BK (57%) vs. 106 von 190 (55.7%) nicht 
voneinander ab. Dies entspricht den Ergebnissen von Franco AA et al., 1999. 
Es lässt sich hinsichtlich des Vorhandenseins des 12kb-Elements keine 
besondere genetische Ausstattung der Blutkulturisolate ableiten (s. Tab. 11, 
S. 51, und Tab. 14, S. 54 im Ergebnisteil).  
Es wurde gefunden, dass 2 von 20 (10%) ETBF Stämmen das 1600bp 
Fragment besaßen. Die Stämme 6720 und 5691 sind ETBF, die neben der 
BfPAI ebenfalls das 1600bp Fragment besaßen. Beide Stämme waren negativ 
für mpII und wiesen auch die 1100bp und 1300bp Fragmente nicht auf. Die 
Annahme ist, dass es sich hier um eine genetische Variante handelt. 
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Geographische Unterschiede zwischen den B. fragilis Stämmen. Im Gegensatz 
zu den Erkenntnissen des Vergleichs BK vs. NBK ließen sich wie auch bei 
Shetab R et al., 1998 zwischen den amerikanischen und deutschen Stämmen 
Unterschiede feststellen. Die amerikanischen Isolate, die zumeist aus BK 
stammten, zeigten prozentual mehr ETBF und Gruppe II Stämme. 19.8% bzw. 
11.1% der US Stämme waren ETBF bzw. Gruppe II Stämme im Gegensatz zu 
8.9% bzw. 5.6% der deutschen Stämme. Bei den deutschen Stämmen zeigten 
sich mehr NTBF Pattern III Stämme (47.5% vs. 38.3%) (s. Tab. 18, S. 64). 
Sequenzierung. Teile dieser 1600bp Fragmente dreier ETBF Isolate (Pattern I, 
eines NTBF-Isolates (Pattern III) und der Referenzstämme ATCC 25285 (NTBF, 
Pattern III) sowie ATCC 43859 (ETBF, Pattern I) wurden sequenziert und mit 
der Sequenz des ETBF Stammes (ETBF 86-5443-2-2, AF038459, Franco AA 
et al., 1999) verglichen. Der Vergleich erfolgte mittels NCBI Blast Server 
(Altschul SF et al., 1997). Es fanden sich verschiedene Punktmutationen in 
dem Fragment T7-T71 bei den NTBF Pattern III Stämmen 3431 und ATCC 
25285. Außerdem wurden innerhalb des flankierenden Elementes T71-T7 
des ETBF Stammes 6974 vier Nucleotid-Austausche gefunden. Eine Punkt-
Mutation trat in dem Fragment T3-T31 der Stämme 3431 und ATCC 25285 
auf. Ein größerer Basenaustausch fand bei den beiden klinischen ETBF 
Isolaten 10085 und 6974 statt. Interessanterweise wurde eine Akkumulation 
von Punktmutationen in dem ETBF Stamm 6974 lokalisiert; hier kann die 
Hypothese aufgestellt werden, dass es zu einem Austausch der daraus 
resultierenden Aminosäuresequenz kam. 
Herkunft der BfPAI. Eine Hypothese von Franco AA et al., 1999, zur Erklärung 
der Entstehung unterschiedlicher ETBF (Pattern I) bzw. NTBF Pattern II und III 
war, dass es sich bei den 6-kb und 12-kb flankierenden Regionen um mobile 
Elemente handeln könnte. Diese verbreiteten sich unterschiedlich, z.B. 
Pattern II NTBF Stämme akquirierten durch horizontalen Gentransfer 
flankierende Elemente, welche Mobilisierungs-Gene enthielten und somit 
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Pattern III NTBF wurden. Die BfPAI könnte in diese Pattern III Stämme inte-
griert worden sein; es entstanden ETBF. Alternativ könnten die BfPAI und die 
flankierenden Regionen als komplettes Element eingefügt worden sein. Diese 
Hypothese wurde von Franco und Mitarbeitern durch die Tatsache bestätigt, 
dass NTBF Pattern III öfter in Regionen vorkamen, in denen ETBF mit höherer 
Frequenz nachgewiesen wurden als in geographischen Regionen, in denen 
ETBF seltener auftraten. Diese geographischen Unterschiede konnten in 
unseren Ergebnissen nicht dargestellt werden. Weitere Untersuchungen sind 
nötig, um die Mechanismen zum Transfer der BfPAI aufzuklären.  
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B. fragilis wird mit klinischen Bildern mit wie Abdominal- und Weichgewebs-
Infektionen sowie Sepsis-Geschehen assoziiert, weitere Krankheitsbilder sind 
noch in der Erforschung. In der Vergangenheit gaben Virulenzfaktoren wie 
die komplexe Kohlehydrat-Kapsel, das Endotoxin sowie die Produktion von 
Katalase und Hämagglutinin nur eine unzureichende Erklärung für die 
Entstehung schwerer Infektionen, die der Keim auch als Einzelerreger 
verursachte. In den 1980er Jahren wurden Enterotoxigene B. fragilis Stämme 
als Erreger akuter Diarrhoe bei Kindern festgestellt; nachfolgend wurden 
Stämme mit diesem Virulenzfaktor in den unterschiedlichsten Infektions-
geschehen nachgewiesen. Es kann davon ausgegangen werden, dass die 
Enterotoxin-Bildung von Bacteroides fragilis Stämmen eine Rolle bei der 
Pathogenese von systemischen Infektionen sowie möglicherweise bei der 
Entstehung von Darmkrebs spielt. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde/n 
1. Eine umfangreiche Stammsammlung von 271 Bacteroides fragilis 
Stämmen unterschiedlicher geographischer Herkunft aus den USA 
(Stammsammlungen) und aus Deutschland sowie verschiedener klinischer 
Herkunft (insbesondere n=70 Blutkulturisolate) zusammengestellt. 
2. Die Überprüfung der Spezies-Identifizierung mittels phänotypischer 
Reaktionen (Koloniemorphologie, biochemische Methoden) sowie nach-
folgender molekularer Tests (PCR-Fingerprinting) führte zum Aus-
schluss eines Isolates. 
3. Mit molekularen Methoden die PCR-Gruppen I und II charakterisiert, 
wobei die meisten Stämme der Gruppe I angehörten. 
4. Der molekulare Nachweis von Enterotoxin-Genabschnitten mit Rück-
schluss auf das Vorhandensein der BfPAI bei 32 von 260 Stämmen 
(12.3%) geführt. Diese Stämme waren immer Teil der PCR Gruppe I. Die 
260 untersuchten Stämme konnten in Pattern I, II oder III eingeteilt 
werden. 
5. Blutkultur-Stämme und Stämme aus anderen Quellen (Nicht-Blutkultu-
ren) verglichen. Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich des Vorkommens von ETBF sowie NTBF Pattern III dargestellt 
werden. 
6. In den US-amerikanischen Stämmen prozentual mehr ETBF und Gruppe 
II Stämme als in deutschen Isolaten nachgewiesen. 
7. Beim Vergleich der Sequenzen die BfPAI flankierender Elemente sechs 
ausgewählter Stämme, einschließlich der Referenzstämme (ATCC 
25285, NTBF Pattern II; ATCC 43859, ETBF Pattern I) verschiedene 
Punktmutationen gefunden.  
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8  Anlagen 
Tab. 22: Auflistung aller klinischen B. fragilis Stämme aus Blutkulturen (Isolationsort) unter 
Angabe von Herkunft und Stamm-Nummer. 
Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis 6253 Blut LOY 
B. fragilis 6293 Blut LOY 
B. fragilis 6299 Blut LOY 
B. fragilis 6332 Blut LOY 
B. fragilis 6404 Blut LOY 
B. fragilis 6408 Blut LOY 
B. fragilis 6465 Blut LOY 
B. fragilis 6492 Blut LOY 
B. fragilis 6530 Blut LOY 
B. fragilis 6535 Blut LOY 
B. fragilis 6538 Blut LOY 
B. fragilis 6667 Blut LOY 
B. fragilis 6687 Blut LOY 
B. fragilis 6690 Blut LOY 
B. fragilis 6697 Blut LOY 
B. fragilis 6704 Blut LOY 
B. fragilis 6712 Blut LOY 
B. fragilis 6974 Blut LOY 
B. fragilis 7124 Blut LOY 
B. fragilis 7153 Blut LOY 
B. fragilis 7375 Blut LOY 
B. fragilis 7517 Blut LOY 
B. fragilis 7527 Blut LOY 
B. fragilis 7562 Blut LOY 
B. fragilis 7565 Blut LOY 
B. fragilis 7735 Blut LOY 
B. fragilis 7751 Blut LOY 
B. fragilis 7799 Blut LOY 
B. fragilis 7800 Blut LOY 
B. fragilis 7869 Blut LOY 
B. fragilis 7874 Blut LOY 
B. fragilis 7875 Blut LOY 
B. fragilis 2393 Blut LOY 
B. fragilis 5081 Blut RMA 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis 5138 Blut RMA 
B. fragilis 5328 Blut RMA 
B. fragilis 5447 Blut RMA 
B. fragilis 5521 Blut RMA 
B. fragilis 5732 Blut RMA 
B. fragilis 5813 Blut RMA 
B. fragilis 5835 Blut RMA 
B. fragilis 5861 Blut RMA 
B. fragilis 5874 Blut RMA 
B. fragilis 5912 Blut RMA 
B. fragilis 5935 Blut RMA 
B. fragilis 6016 Blut RMA 
B. fragilis 6017 Blut RMA 
B. fragilis 6470 Blut RMA 
B. fragilis 6791 Blut RMA 
B. fragilis 6792 Blut RMA 
B. fragilis 7135 Blut RMA 
B. fragilis 7187 Blut RMA 
B. fragilis 8709 Blut RMA 
B. fragilis 8717 Blut RMA 
B. fragilis 8771 Blut RMA 
B. fragilis 8769 Blut RMA 
B. fragilis 9376 Blut RMA 
B. fragilis 9545 Blut RMA 
B. fragilis 9546 Blut RMA 
B. fragilis 10085 Blut RMA 
B. fragilis 10137 Blut RMA 
B. fragilis 10184 Blut RMA 
B. fragilis 10641 Blut RMA 
B. fragilis BK 6782 Blut IML 
B. fragilis BK 6785 Blut IML 
B. fragilis BK 3431a Blut IML 
B. fragilis BK 9677 Blut IML 
B. fragilis BK 9897 Blut IML 
B. fragilis BK 9999 Blut IML 




Tab. 23: Auflistung aller klinischen B. fragilis Stämme, die nicht aus Blutkulturen stammen 
unter Angabe von geographischer Herkunft, Stamm-Nummer sowie klinischem Isolationsort. 
Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis VA 16081b Perforierter App. IML 
B. fragilis VA 16233a Gangrän IML 
B. fragilis VA 18116   Furunkel genitale IML 
B. fragilis VA 18539a Pyodermie IML 
B. fragilis VA 19192c Stumpf IML 
B. fragilis VA 19527a Gen.fem.Abs.Spiral IML 
B. fragilis VA 19627/28a Adnexitis IML 
B. fragilis TP 2731   Diarrhoe IML 
B. fragilis VA 19965a Embolektomie IML 
B. fragilis VA 19965b Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 20273a Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 20434a Gewebe IML 
B. fragilis VA 21992d Furunkel urogenitale IML 
B. fragilis VA 21993b Abszeß IML 
B. fragilis VA 215a    KA IML 
B. fragilis VA 215b    Perf.Sigma-Divertik. IML 
B. fragilis VA 1187    Unguis incarnatus IML 
B. fragilis VA 1391    KA IML 
B. fragilis VA 1833    Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 1984a  Unguis incarnatus IML 
B. fragilis VA 2131d  Ulz.Wunde IML 
B. fragilis VA 2484b  Thrombose Beinvene IML 
B. fragilis VA 3042    Akute Appendicitis IML 
B. fragilis VA 3117a  Perirektaler Abszeß IML 
B. fragilis VA 3638c  Abdomen IML 
B. fragilis VA 3761    Rez.Abs.Abd. HPV IML 
B. fragilis VA 5276a  Hämatom Kiefer IML 
B. fragilis VA 5613    KA IML 
B. fragilis VA 5448a  Coccygeus-Abs. IML 
B. fragilis VA 6772a  KA IML 
B. fragilis VA 6808b  Periproktaler Absz. IML 
B. fragilis VA 7171c  Rektaler Abszeß IML 
B. fragilis VA 6993a  Otitis media acuta IML 
B. fragilis VA 6791a  KA IML 
B. fragilis VA 7360b  Periproktaler Absz. IML 
B. fragilis VA 5748    KA IML 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis VA 8122a  Infiz.Pankreaszyste IML 
B. fragilis VA 9034a  Diabet. Gangrän IML 
B. fragilis VA 9100a  Kolonperforation IML 
B. fragilis VA 9337a  Narbenabsz. App IML 
B. fragilis VA 9756a  Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 9804a  Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 9966a Abszeß IML 
B. fragilis VA 10308a Rez.Cholesteatom IML 
B. fragilis VA 10998a Periproktaler Absz. IML 
B. fragilis VA 11384  Erysipel Unterschenkel IML 
B. fragilis VA 11701  Peritonitis IML 
B. fragilis VA 11711  Outer Ear IML 
B. fragilis VA 12512  Abdominal-Absz. IML 
B. fragilis VA 12631a Retroperitoneal-abs IML 
B. fragilis VA 12753d Radiusfraktur IML 
B. fragilis VA 12851a Otitis media chron. IML 
B. fragilis VA 13305a Intrauterine device IML 
B. fragilis VA 14251  Perirenaler Abszeß IML 
B. fragilis VA 14345d Peniskarzinom IML 
B. fragilis VA 14833b Herz-OP,atyp.Pneu IML 
B. fragilis VA 14834c Herz-OP,atyp.Pneu IML 
B. fragilis VA 15120a Nierenfreilegung IML 
B. fragilis VA 15188a Diabetischer Fuß IML 
B. fragilis VA 15189a Trauma left groin IML 
B. fragilis VA 15357a Ulcus cruris (Diab.) IML 
B. fragilis VA 16085  Abortus imminens IML 
B. fragilis VA 16648a Pankreaskarzinom IML 
B. fragilis VA 18190a Sepsis (Staph.aureus) IML 
B. fragilis VA 19112a Wunde IML 
B. fragilis VA 19369a Wunde IML 
B. fragilis VA 19432a Periproktaler Absz. IML 
B. fragilis VA 19506a Hautläsion Fuß IML 
B. fragilis VA 21609c sek.heilende Epi-Naht IML 
B. fragilis VA 21666b Perf. Sigmadivertikulitis IML 
B. fragilis VA 21825  Wunde Abdomen IML 
B. fragilis VA 21839a KA IML 
B. fragilis VA 22028a KA IML 
B. fragilis VA 22315c KA IML 
B. fragilis VA 22740a KA IML 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis VA 22815a KA IML 
B. fragilis VA 23180  Cervix-Abstrich IML 
B. fragilis VA 23501b KA IML 
B. fragilis VA 23560/1 KA IML 
B. fragilis VA 23931  KA IML 
B. fragilis VA 24089c KA IML 
B. fragilis VA 1300a  KA IML 
B. fragilis VA 2153    KA IML 
B. fragilis VA 2246a  KA IML 
B. fragilis VA 2424b  KA IML 
B. fragilis VA 3090    KA IML 
B. fragilis VA 3332    KA IML 
B. fragilis VA 3472b  KA IML 
B. fragilis VA 4177c  KA IML 
B. fragilis VA 5136a  KA IML 
B. fragilis VA 5261a  KA IML 
B. fragilis VA 5505    KA IML 
B. fragilis VA 5928a  KA IML 
B. fragilis VA 6140a  KA IML 
B. fragilis VA 6175a  KA IML 
B. fragilis VA 6184a  KA IML 
B. fragilis VA 6332a  KA IML 
B. fragilis VK 1404    Perianaler Absz. IML 
B. fragilis VK 1286a  Appendicitis IML 
B. fragilis VK 1491    Perf. Appendix IML 
B. fragilis VK 1492    Appendicitis IML 
B. fragilis VK 1511/1 KA IML 
B. fragilis VK 4232    Appendix IML 
B. fragilis VK 4971/1 Appendizitis IML 
B. fragilis VK 5942/1 Cervix-Abstrich IML 
B. fragilis VK 399     KA IML 
B. fragilis BK 6782    Blut IML 
B. fragilis BK 6785    Blut IML 
B. fragilis BK 3431a  Blut IML 
B. fragilis BK 9677    Blut IML 
B. fragilis BK 9897    Blut IML 
B. fragilis BK 9999    Blut IML 
B. fragilis BK 11085  Blut IML 
B. fragilis 309 intraabdominal RMA 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis 5120 Appendix RMA 
B. fragilis 5691 Tibia RMA 
B. fragilis 5735 Pelviner Abszeß RMA 
B. fragilis 5771 Appendix RMA 
B. fragilis 5798 Fuß Ulcus RMA 
B. fragilis 5875 Abdominal-Flüssigkeit RMA 
B. fragilis 5876 Gallenblase RMA 
B. fragilis 6363 KA RMA 
B. fragilis 6557 Peritonitis RMA 
B. fragilis 6600 Peritonitis RMA 
B. fragilis 6706 Peritonitis RMA 
B. fragilis 6720 Peritonitis RMA 
B. fragilis 6730 Peritonitis RMA 
B. fragilis 6790 Leiste RMA 
B. fragilis 6793 KA RMA 
B. fragilis 7006 KA RMA 
B. fragilis USC 607 KA RMA 
B. fragilis 6 KA IMB 
B. fragilis 10 KA IMB 
B. fragilis 17 KA IMB 
B. fragilis 172 KA IMB 
B. fragilis 174 KA IMB 
B. fragilis 175 KA IMB 
B. fragilis 180 KA IMB 
B. fragilis 187 KA IMB 
B. fragilis 189 KA IMB 
B. fragilis 197 KA IMB 
B. fragilis 199 KA IMB 
B. fragilis 200 KA IMB 
B. fragilis 210 KA IMB 
B. fragilis 221 KA IMB 
B. fragilis 243 KA IMB 
B. fragilis 244 KA IMB 
B. fragilis 245 KA IMB 
B. fragilis 246 KA IMB 
B. fragilis 247 KA IMB 
B. fragilis 248 KA IMB 
B. fragilis 249 KA IMB 
B. fragilis 251 KA IMB 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis 252-1 KA IMB 
B. fragilis 253 KA IMB 
B. fragilis 272 KA IMB 
B. fragilis 275 KA IMB 
B. fragilis 276 KA IMB 
B. fragilis 277 KA IMB 
B. fragilis 278 KA IMB 
B. fragilis 281 KA IMB 
B. fragilis 287 KA IMB 
B. fragilis 296 KA IMB 
B. fragilis 297 KA IMB 
B. fragilis 298 KA IMB 
B. fragilis 308 KA IMB 
B. fragilis 309 KA IMB 
B. fragilis 310 KA IMB 
B. fragilis 313 KA IMB 
B. fragilis 315 KA IMB 
B. fragilis 316 KA IMB 
B. fragilis 317 KA IMB 
B. fragilis 320 KA IMB 
B. fragilis 323 KA IMB 
B. fragilis 328 KA IMB 
B. fragilis 333 KA IMB 
B. fragilis 337 KA IMB 
B. fragilis 338 KA IMB 
B. fragilis 343 KA IMB 
B. fragilis 354 KA IMB 
B. fragilis Berlin 7302-1 KA IMB 
B. fragilis a Colon CA IMB 
B. fragilis b Colon CA IMB 
B. fragilis c Colon CA IMB 
B. fragilis e Colon CA IMB 
B. fragilis f Colon CA IMB 
B. fragilis g Colon CA IMB 
B. fragilis h Colon CA IMB 
B. fragilis i Colon CA IMB 
B. fragilis j Colon CA IMB 
B. fragilis k Colon CA IMB 
B. fragilis m Colon CA IMB 
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Spezies Stamm-Nummer Isolationsort Herkunft 
B. fragilis n Colon CA IMB 
B. fragilis o Colon CA IMB 
B. fragilis Jena KA LRJ 
B. fragilis Richter II a KA Unbekannt 
B. fragilis Bremen 2085 KA Unbekannt 
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